Entwicklung eines Biochips für elektrophysiologische Untersuchungen von Ionenkanälen by Fertig, Niels
Entwicklung eines Biochips
f

ur elektrophysiologische
Untersuchungen von
Ionenkan

alen
vorgelegt von
Niels Fertig
aus Hamburg
April 2002
Dissertation am
Center for NanoScience und an der Sektion Physik
Lehrstuhl f

ur experimentelle Halbleiterphysik
Prof. Dr. J. P. Kotthaus
Ludwig-Maximilians-Universit

at, M

unchen
Inhaltsverzeichnis
1 Einleitung 1
1.1 Motivation . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 2
2 Pr

aparation 10
2.1 Verwendete Substrate . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 10
2.1.1 Silizium . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 10
2.1.2 Kristallines Quarz . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 11
2.1.3 Glas . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 14
2.1.4 Amorphes Quarz . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 15
2.2 Methoden der Mikro- bzw. Nanostrukturierung . . . . . . . . 17
2.2.1

Atzen latenter Ionenspuren . . . . . . . . . . . . . . . 18
2.2.2 Sputtern mit fokussiertem Ionenstrahl . . . . . . . . . 33
2.2.3 Reaktives Ionen

atzen . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 35
2.2.4 Laserablation . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 37
3 Experimente 44
3.1 Modelle des Ladungstransports durch Ionenkan

ale . . . . . . 44
3.2 Experimenteller Aufbau . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 50
3.2.1 Klassisches Patch Clamp . . . . . . . . . . . . . . . . 50
3.2.2 Integration des Patch Clamp Chip im Setup . . . . . . 53
3.3 Experimente mit artiziellen Lipidmembranen . . . . . . . . . 56
3.3.1 Biophysik von Lipidmembranen . . . . . . . . . . . . . 57
3.3.2 Pr

aparation von freitragenden Lipidmembranen . . . . 60
3.3.3 Gramicidin . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 63
3.3.4 Alamethicin . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 68
3.4 Experimente an Zellen . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 71
3.4.1 Ganzzellableitungen . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 75
3.4.2 N1E-115 Neuroblastomzellen . . . . . . . . . . . . . . 77
i
3.4.3 CHO Zellen . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 81
3.5 Kombinierte elektrische und optische Experimente an Einzel-
kan

alen . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 88
3.5.1 Fluoreszenz Resonanz Energie Transfer . . . . . . . . 91
3.5.2 Fluoreszenzmarkierte Gramicidine . . . . . . . . . . . 93
3.5.3 Optischer Aufbau . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 99
3.5.4 Korrelation optischer und elektrischer Aktivit

at . . . . 99
4 Diskussion 106
4.1 Patch Clamp Chips . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 106
4.2 Lipidmembranen in mikrostrukturierten Aperturen . . . . . . 110
4.3 Sealausbildung bei Experimenten an Zellen . . . . . . . . . . 111
4.3.1 Zelladh

asion an Festk

orpern oder das Ziel ist der Seal 112
4.3.2 Automatisierte Sealbildung . . . . . . . . . . . . . . . 114
4.4 Optimierte Messbedingungen beim Patch Clamp Chip . . . . 116
5 Zusammenfassung und Ausblick 119
5.1 Zusammenfassung . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 119
5.2 Ausblick . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 120
ii
Kapitel 1
Einleitung
Die Kombination von physikalischen und biologischen Methoden und Tech-
nologien gewinnt in den sogenannten Life Sciences zunehmend an Bedeu-
tung. Bei vielen Herausforderungen der Biotechnologie, der Biosensorik
oder der Pharmakologie haben sich physikalische Messtechniken und Pro-
bleml

osungsstrategien als sehr erfolgreich erwiesen.
Ein herausragendes Beispiel biophysikalischer Methodik ist die Patch Clamp
Technik [Neh 76, Neh 78b, Neh 92a, Neh 92b, Sak 95b]. Auf dem physikali-
schen Prinzip der Strom- bzw. Spannungsmessung beruhend, hat die Patch
Clamp Technik unser Verst

andnis der Funktion von Ionenkan

alen, mit Io-
nenkan

alen gekoppelten Proteinen und Rezeptoren, sowie deren Bedeutung
in komplexen Zusammenh

angen der Zellfunktion ausserordentlich erweitert.
Auf der Patch Clamp Technik basierend haben sich dar

uberhinaus verschie-
dene wissenschaftliche Anwendungen ergeben, welche den klassischen Ein-
satzbereich der Physiologie, Pharmakologie oder Neurologie bereits verlas-
sen haben. Diese sind unter anderem sowohl im Bereich der Biotechnologie
[Kas 96, Ake 99], in der Biosensorik [Tie 90, Kie 91, Ott 93, Ott 96, Cor 97],
sowie auch in der Untersuchung von Zell-Halbleiterhybriden [Wei 96, Par 99]
zu nden.
Bei der Untersuchung von Porenbildnern [Woo 92, Son 96] in k

unstlichen
Lipidmembranen kommt das gleiche Messprinzip zum Einsatz und bildet
auch dort die Grundlage f

ur weiterf

uhrende biophysikalische Untersuchun-
gen [Bez 94, Gu 99, Kor 00]. Entsprechende Theorien zur Funktionsweise
von Ionenkan

alen [Eis 98a, Eis 98b, San 98], sowie theoretische Beschrei-
bungen physikalischer Ph

anomene im Zusammenhang mit Ionenkan

alen
[Lub 99] lassen sich durch Einzelkanaluntersuchungen mittels der Patch
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Clamp Technik sehr pr

azise

uberpr

ufen.
Neben den Erkenntnissen

uber die Ionenkanalproteinstruktur [Unw 93,
Unw 95, Doy 98] durch z.B. R

ontgenstrukturanalysen an kristallisiertem
Protein, lassen sich durch gezielte Ver

anderungen der Aminos

auresequenzen
des Kanalproteins durch die sogenannte site directed mutagenesis [St

u 89,
McC 94] Kanalmutanten erstellen, deren Funktionalit

at mittels der Patch
Clamp Technik evaluiert werden kann. Auf diese Weise lassen sich h

ochst
aussagekr

aftige Untersuchungen zur Struktur-Funktionsbeziehung der Io-
nenkanalproteine durchf

uhren.
Die Patch Clamp Technik ist eine

ausserst vielseitige, in den verschiedensten
Bereichen der Life Sciences eingesetzte Methode, deren Bedeutung f

ur die
Life Sciences, nicht zuletzt wegen ihrer Einzelmolek

ulau

osung, weiterhin
steigt.
1.1 Motivation
In der klassischen Patch Clamp Technik werden Glaspipetten verwen-
det, die in daf

ur entwickelten Ziehger

aten, sogenannten Pullern, auf feine

Onungsdurchmesser von etwa einem Mikrometer gezogen werden. Dies ge-
schieht durch Erhitzen einer Glaskapillare bis an die Schmelztemperatur und
kontrolliertes Ziehen an beiden Enden der Kapillare in mehreren Schritten
(Abb. 1.1).
Die Glaspipette wird mit Elektrolytl

osung bef

ullt, welche durch eine Elek-
trode im Pipetteninneren kontaktiert und mit einem Verst

arker verbunden
wird (Abb. 1.2). Die Pipettenspitze wird mit einem Mikromanipulator auf
die Membran einer Zelle aufgesetzt wobei die Zellmembran durch leichten
Unterdruck in die Pipettenspitze eingesaugtwird. In der die Zelle umge-
benden Elektrolytl

osung ist die Gegenelektrode positioniert, so dass ein ge-
schlossener Stromkreis

uber die Zellmembran deniert ist. Aufgrund des
elektrisch sehr dichten Widerstandes von einigen G
, dem sogenannten
G
-Seal, zwischen Zellmembran und Glaspipette kann der Zelle nun ein
bestimmtes Haltepotential aufgepr

agt werden. Daher lassen sich sehr kleine
Str

ome

uber die Zellmembran messen.
Das Hauptziel der vorliegenden Arbeit war es, die Patch Clamp Technik
mittels planarer Chiptechnologie auszuf

uhren. Es sollte die Glaspipette, die

ublicherweise f

ur die Patch Clamp Technik eingesetzt wird, durch einen mi-
krostrukturierten Patch Clamp Chip ersetzt werden (Abb. 1.2). Der Patch
Clamp Chip sollte nicht nur die Funktion der Pipette

ubernehmen, sondern
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Abbildung 1.1: Typische Anordung eines Ziehger

ats (Pullers) f

ur Patch
Clamp Pipetten. Eine Glaskapillare wird fest in eine Heizdrahtwendel
montiert (1.) und nach Erhitzen mit denierter Kraft auf einen feinen

Onungsdurchmesser ausgezogen (2., siehe Abb. 1.2).
aufgrund seiner Geometrie messtechnische Vorteile bieten sowie eine erh

ohte
Funktionalit

at der Messsonde erlauben.
Eine Limitation bei der Patch Clamp Technik ist die begrenzte Band-
breite von einigen kHz, mit denen die Experimente durchgef

uhrt werden
k

onnen. Aufgrund des Hintergrundrauschens muss das Messignal tiefpass-
geltert werden, um das notwendige Signal-zu-Rausch-Verh

altnis zu erzie-
len. L

asst man Bandbreiten von einigen zehn kHz zu, so geht das gemessene
Stromsignal, das oft nur wenige pA betr

agt, im Hintergrundrauschen unter.
Die Dynamik von Konformations

anderungen der Kanalproteine, die letzlich
veranwortlich f

ur das

Onen und Schliessen des Kanals sind, l

auft jedoch
nicht nur auf Zeitskalen von ms ab, sondern auch weitaus schneller. Eine
Zielvorgabe bei der Entwicklung der Patch Clamp Technik war daher die
Minimierung des Hintergrundrauschens [Ben 95, Rae 92b, Lev 98], um zu
h

oheren Filterfrequenzen und damit zu h

oherer Dynamik der Messungen zu
gelangen. Insbesondere ist dies auch relevant f

ur die Untersuchung der Leit-
werte von potentiellen Subzust

anden [L

au 85] des Ionenkanals, die bei gege-
benem Hintergrundrauschen und entsprechend begrenzter Zeitau

osung des
Experiment nicht detektiert werden k

onnen. Im Gegenteil k

onnen nicht auf-
gel

oste Subzust

ande im Leitwert dazu f

uhren, da die Messung verrauschter
erscheint, da das st

andige Wechseln zwischen nicht-aufgel

osten, aber unter-
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Abbildung 1.2: In dieser Grak wird die klassische Patch Clamp Technik
skizziert (A) und mit dem neuen Ansatz des chip-basierten Messens (B)
verglichen. Die

ubliche Glaspipette wird durch einen mikrostrukturierten,
planaren Chip ersetzt. Die beiden rasterelektronenmikroskopischen Aufnah-
men zeigen jeweils die feine

Onung der Pipettenspitze bzw. im Chip.
schiedlichen Stromniveaus als Rauschen detektiert wird [L

au 85].
Neben vielen Parametern, welche das Rauschen in der Patch Clamp Mes-
sung beeinussen, sind der Serienwiderstand der Glaspipette, sowie deren
Kapazit

at relevant [Lev 98]. Der Serienwiderstand der Pipette ist der elek-
trische Widerstand der zwischen dem elektrolytgef

ullten Pipetteninneren
und dem die Pipette umgebenden Elektrolytbad gemessen wird. In Abb.
1.4 ist die Situation graphisch dargestellt. Das thermische Spannungsrau-
schen des Serienwiderstands der Pipette in Reihe geschaltet mit jeglicher
Kapazit

at z.B. der Zellmembran oder der Pipette selber, ergibt ein Strom-
rauschen in der Messung. Ebenso f

uhrt jede Kapazit

at der Anordnung, die
in Reihe mit dem thermischen Spannungsrauschen der Eingangsspannung
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Abbildung 1.3: Quantitative Simulation der aus Serienwiderstand und Ka-
pazit

at der Messsonde resultierenden Rauschkomponente. Die Berechnun-
gen sind f

ur verschiedene Frequenzb

ander durchgef

uhrt, die Abschneide-
frequenz ist jeweils angegeben. Die deutliche Zunahme des Rauschens f

ur
steigende Kapazit

at und Widerstand, sowie auch bei steigender Bandbreite
ist zu beachten.
des Vorverst

arkers ist, zu einem Stromrauschen.
Bei normalen Patch Pipetten liegt der Serienwiderstand der Pipette in
Standard-Ringerl

osung je nach Spitzen

onungsdurchmesser bei einigen M

bis zu einigen zehn M
. Die Kapazit

at der einfachen Pipette betr

agt eini-
ge pF. Im Vergleich dazu ist der Serienwiderstand beim Patch Clamp Chip
aus Glas reduziert aufgrund des relativ kurzen Kanals im Glassubstrat von
etwa 20 m, der lange Hals wie bei der Pipette entf

allt. Typische Seri-
enwiderst

ande f

ur Aperturen im Chip von einem Mikrometer Durchmesser
liegen bei etwa 3-5 M
. Durch die geeignetere Geometrie des Chips im Ver-
gleich zur Pipette ist die Kapazit

at von einigen pF bei der Pipette unter
ein pF beim Chip reduziert worden. Es entfallen z.B. die d

unnen W

ande
wie bei der Pipette, die mageblich f

ur die Kapazit

at verantwortlich sind.
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Abbildung 1.4: Einfaches Ersatzschaltbild der Patch Pipette. Der Vor-
verst

arker (headstage, HS) misst den Strom

uber die Pipettenspitze, wobei
durch die Reihenschaltung des Serienwiderstandes der Pipette mit der Ka-
pazit

at der Pipettenwand (B) und der Kapazit

at der Zellmembran in der
Pipettenspitze (D) Rauschen induziert wird.
Wie stark sich die beiden Parameter Serienwiderstand und Kapazit

at der
Messsonde auf das Rauschen auswirken, ist in der Simulation in Abb. 1.3
visualisiert. Dort wird f

ur verschiedene Gr

ossen der Parameter die ent-
sprechende Rauschkomponente berechnet [Won 90], wobei zu betonen ist,
da dies lediglich eine von vielen Rauschkomponenten bei der Patch Clamp
Messung ist. Die spektrale Dichte S
i
des Stromrauschens l

asst sich nach
Ref. [Won 90] wie folgt berechnen:
S
2
i(f)
= 4kT  (2fR
a
C
m
)
2
=[R
a
 (1 + (2fR
a
C
m
)
2
)]; (1.1)
mit f als der Abschneidefrequenz des Tiefpasslters, k der Boltzmann Kon-
stante und T der Temperatur. Die positive Auswirkung der Verringerung
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von Kapazit

at und Serienwiderstand auf das Rauschniveau geht eindeutig
aus der Berechnung hervor. Da sich das Gesamtrauschen R
ges
aus der Sum-
me der einzelnen, quadrierten Rauschkomponenten ergibt :
R
ges
=
q
R
2
1
+R
2
2
+ :::+R
2
n
; (1.2)
dominiert die jeweils gr

ote Rauschkomponente. Insbesondere bei Experi-
menten an k

unstlichen Lipidmembranen, bei denen die Kapazit

at der Mem-
bran selber besonders ins Gewicht f

allt, ist die in Abb. 1.3 berechnete
Rauschkomponente die dominierende.
Die planare Chipgeometrie bietet jedoch nicht nur Vorteile bei elektrischen
Messungen, sondern ist insbesondere auch f

ur die Anwendung von Raster-
sondenverfahren geeignet. Mechanische Rastersondenverfahren wie die Ra-
sterkraftmikroskopie (AFM) [Bin 86] lassen sich auf der planaren Ober

ache
des Chips leicht einsetzen. Mit Pipetten gepatchte Zellen und Membran-
ecken wurden verschiedentlich mit AFM-Methoden untersucht, wobei das
AFM sowohl als Mittel zur Bildgebung als auch zur quantitativen Unter-
suchung der Zelldynamik eingesetzt wurde [H

or 95, Zha 01]. Der experi-
mentelle Zugang wird durch die Verwendung der planaren Patch Clamp
Chips deutlich vereinfacht. Da sowohl mit der Patch Clamp Technik als
auch mit der Rasterkraftspektroskopie Einzelmolek

ulau

osung erreicht wird
[Rad 92, Gim 99], erlaubt die Kombination dieser Methoden sehr detaillier-
te, hochaufgel

oste Untersuchungen z.B. zu Struktur-Funktionsbeziehungen
von Ionenkanalproteinen. Das gleiche gilt auch f

ur die Kombination von
Patch Clamp und optischen Rastersondenverfahren wie der Nahfeldmikro-
skopie mittels sehr spitzer Lichtfasern (SNOM) [Tra 94, Lew 99]. Mit op-
tischen Nahfeldmethoden l

asst sich zudem auch Spektroskopie in der Zelle
betreiben [Lei 01].
Die in dieser Arbeit entwickelten Biochips sind ein erster Schritt auf dem
Weg zum integrierten Proteomik-Chip, der eine Vielzahl komplexer Untersu-
chungen auf kleinstem Raum und in k

urzester Zeit erm

oglichen wird. Patch
Clamp ist eine wichtige Methode bei der Untersuchung von Ionenkanalpro-
teinen, viele weitere werden ebenfalls auf einem Proteomik-Chip integriert
sein, so dass dieser als Proteinanalyse-Werkbank dienen wird. Die Entwick-
lungen hin zu hochintegrierten lab-on-chip Anwendungen machen enorme
Fortschritte [Bla 98, Advalytix] und die weitere Kombination verschiede-
ner Techniken bietet kaum

uberschaubare M

oglichkeiten. Insbesondere die
Kombination von zum Teil recht aufwendigen, mit klassischen Methoden der
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Halbleiterlithographie gefertigten Festk

orperchips und exiblen Polymer-
chips, hergestellt durch vergleichsweise einfache Soft Lithography [Xia 98],
hat ein grosses Potential f

ur den lab-on-chip Bereich. Im Fall der hier vor-
gestellten Patch Clamp Chips kann z.B. mithilfe der Soft Lithography eine
PDMS-Schicht strukturiert werden, welche auf den Biochip aufgelegt wird
und Mikrouidikfunktionen

ubernimmt. Die potentiellen Anwendungen von
Patch Clamp Chips mit einer Matrix von Aperturen und entsprechenden Mi-
krouidikkomponenten zur Applikation von Wirkstoen liegen im sogenann-
ten (High Throughput) Screening (HTS) [Den 98, Gon 99, Mir 99, Xu 01],
also den fr

uhen Phasen der Pharmakaentwicklung. Patch Clamp wird seit
langem im Drug Screening eingesetzt, es stellt den absoluten Gold Standard
bei der Evaluation von ionenkanal-aktiven Substanzen dar. Der entschei-
dende Nachteil der Patch Clamp Technik ist dabei der hohe technische und
personelle Aufwand, die Komplexit

at der Untersuchung, sowie der geringe
Durchsatz. Die Automatisierung und vor allem Parallelisierung der Patch
Clamp Technik sind daher ein lang ersehntes Ziel der Pharmaindustrie.
Die Arbeit ist wie folgt gegliedert:
 Das Kapitel 2 beschreibt die Herstellung der Patch Clamp Chips, wo-
bei auf verschiedene Substrate und Prozessierungstechniken detailliert ein-
gegangen wird.
 In Kapitel 3 werden die durchgef

uhrten Experimente vorgestellt.
Es werden die verwendeten Messmethoden sowie grundlegende Zusam-
menh

ange bez

uglich der Untersuchungen erl

autert.
 In Kapitel 4 werden die experimentellen Ergebnisse beschrieben und
ausf

uhrlich diskutiert. Zun

achst werden die Ergebnissse der Untersuchungen
an k

unstlichen Lipidmembranen dargestellt. Desweiteren werden die elek-
trophysiologische Charakterisierung von Zellen und abschliessend die Resul-
tate der kombinierten elektrischen und uoreszenz-optischen Experimente
an einzelnen Ionenkan

alen aufgezeigt.
8
 Das Kapitel 5 fasst die Ergebnisse zusammen und gibt einen Ausblick
auf zuk

unftige Experimente und technologische Anwendungen der vorge-
stellten Entwicklungen.
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Kapitel 2
Pr

aparation
Ziel der Pr

aparation ist es, aus einem planaren Substrat Proben herzustel-
len, welche die Funktion der Patch Clamp Pipette

ubernehmen k

onnen.
Einfach ausgedrckt bedeutet dies, eine feine

Onung in einen Chip einzu-
bringen. Diese

Onung soll mageblich einer Pipettenspitze nachempfun-
den sein, da nicht nur Aperturgr

osse, sondern auch Parameter wie Ober-


achenrauhigkeit, Geometrie der

Onung oder chemische Beschaenheit der
Ober

ache eine Auswirkung auf die Eignung der Proben haben.
2.1 Verwendete Substrate
In dieser Arbeit wurden verschiedene Substrate verwendet, um Patch Clamp
Chips herzustellen, ebenso wurden verschiedene Methoden der Strukturie-
rung evaluiert. Im folgenden sind die entwickelten Strukturierungsverfahren
f

ur die verschiedenen Materialien, sowie ihre jeweiligen Vor- und Nachteile
beschrieben. Insbesondere werden Mikrostrukturierungsmethoden f

ur Glas
vorgestellt, da sich Glas als optimales Substrat f

ur Patch Clamp Chips er-
wiesen hat.
2.1.1 Silizium
Silizium ist als Ausgangsmaterial f

ur Patch Clamp Chips interessant, da
sich gegebenenfalls die Patch Clamp Einheit mit auf dem Halbleiterchip inte-
grierter Elektronik z.B. zur Vorverst

arkung des Messsignals verbinden liesse.
Zudem sind Methoden zur Bearbeitung und Strukturierung von Silizium als
Standardmaterial der Halbleiterindustrie weit entwickelt und etabliert. In
10
Vorarbeiten wurde daher von uns und anderen [Fer 00a, Fer 00b, Schm 00]
ein Siliziumchip f

ur die Patch Clamp Technik entwickelt. Es wird hier nur
kurz die Prozessierung und soweit notwendig, die daraus resultierende Geo-
metrie der Siliziumchips dargestellt, eine detaillierte Beschreibung ndet
sich in [Fer 99].
Am geeignetsten sind niedrig n- bis undotierte, beidseitig polierte Silizium-
wafer. Diese werden beidseitig durch Chemical Vapour Deposition (CVD)-
Verfahren mit stressarmem Siliziumnitrid beschichtet, als besonders geeignet
hat sich hier Low Pressure CVD erwiesen. Mit Hilfe von optischer Litho-
graphie wird eine

Atzmaske auf der R

uckseite der Proben deniert, welche
durch Reaktives Ionen

atzen in das Siliziumnitrid

ubertragen wird. Durch
anisotropes

Atzen in KOH wird in das Silizium-(100) Substrat ein soge-
nannter V-Graben ge

atzt, so da auf der Chipoberseite ein freitragender
Siliziumnitridlm entsteht. In diesen Siliziumnitridlm wird wieder mit op-
tischer oder auch Elektronenstrahllithographie und Reaktivem Ionen

atzen
eine feine Apertur eingebracht. Die Geometrie der Proben sowie typische
Strukturgr

ossen sind in Abb. 2.1 dargestellt.
2.1.2 Kristallines Quarz
Die dielektrischen Eigenschaften von Quarz sind besonders gut; amorphes
Quarzglas ist daher ein Material das bereits zur Herstellung von Pipetten
f

ur rauscharme Patch Clamp Messungen benutzt wird [Lev 93]. Der relativ
hohe Schmelzpunkt des Quarzes (ca. 1600 Grad Celsius) erfordert jedoch
zur Pipettenherstellung einen Laserpuller (z.B Sutter Instruments), da mit
normalen Heizwendelpullern keine ausreichend hohen Temperaturen erreicht
werden k

onnen. Die Pipettenherstellung ist daher vergleichsweise aufwen-
dig.
Aufgrund der rauscharmen Eigenschaften von Quarz sowie der erwiesenen
F

ahigkeit mit Quarzpipetten Seals zu erhalten, wurde Quarz als Ausgangs-
material f

ur Patch Clamp Chips verwendet. Dabei wurde zun

achst kri-
stallines Quarz eingesetzt, da die Kristallstruktur f

ur eine relativ einfache
anisotrope Strukturierung notwendig ist. Ausgehend von kristallinen Quarz-
wafern (Krystec, Berlin) im z-Schnitt (00001) mit 200 m Dicke, wurden
etwa 5x5 mm groe Chips ges

agt. In Analogie zur Prozessierung von Silizi-
um (100) wurde auch hier ein anisotropes, nachemischen

Atzverfahren in
Flus

aure etabliert [Von 83, Dan 90, Hed 93]. Aufgrund der Kristallstruk-
tur des z-Schnitt Quarzes ergeben sich nicht einfache V-Gr

aben wie beim
Silizium, sondern

ausserst komplexe

Atzguren, die sehr stark von der Geo-
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Abbildung 2.1: Freitragender Siliziumnitridlm auf Siliziumsubstrat mit fei-
ner Apertur, die durch optische Lithographie deniert wurde.
metrie der

Atzmaske, der Orientierung der

Atzmaske zur Kristallstruktur
sowie vom

Atzmedium abh

angen [Ran 98]. Bei Verwendung entsprechender
Parameter ist es jedoch m

oglich, im wesentlichen grabenf

ormige Strukturen
zu erzeugen (Abb. 2.2). Ein weiterer Unterschied zur Siliziumprozessie-
rung liegt in den verwendeten

Atzmedien: im Gegensatz zu KOH wird bei
Quarz HF verwendet. Flus

aure ist ein sehr aggressives Medium, das relativ
hohe

Atzraten aufweist. Desweiteren unter

atzt Flus

aure stark, es werden
auch d

unne, durch

Atzmasken gesch

utzte Schichten lateral ge

atzt. Dies
verhindert die Verwendung einer auf dem Quarz aufgebrachten isolierenden
Schicht, wie z.B. das Siliziumnitrid im Fall des Siliziumchips. Es k

onnen
daher durch Graben

atzen keine freitragenden Schichten hergestellt werden,
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da die aggressive Flus

aure diese ebenfalls in sehr kurzer Zeit durch

atzt.
Die sehr attraktive Option, in einem zweiten Lithographieschritt eine kleine
Abbildung 2.2: Anisotrop ge

atzter Graben in z-cut Quarz.
Apertur in einer freitragenden Schicht zu denieren, entf

allt, und folglich
muss bei Quarz direkt durch anisotropes

Atzen eine feine

Onung im Sub-
strat selber deniert werden. Dies wurde versucht, indem die Gr

osse und
Geometrie der

Atzmaske optimiert wurden, um einen Graben zu

atzen, der
gerade durch den Quarzchip hindurch geht, aber eben nur eine sehr kleine

Onung schat [Mey 00]. Dieser Zugang gestaltet sich als schwierig, da Va-
riationen in der Dicke des Substrats und bereits kleine Verschiebungen der

Atzmaskenorientierung zur Kristallstruktur zu deutlichen Ver

anderungen
der erreichten

Atztiefen bei gleicher

Atzmaske f

uhren. Routinem

aig k

onnen
mit diesem Ansatz

Onungsdurchmesser von etwa 100 m erreicht werden,
die besten Ergebnisse lagen bei etwa 5 m [Mey 00].
Um kleinere Aperturdurchmesser zu erreichen, wurden verschiede-
ne Ans

atze evaluiert. Zum Einen wurde beidseitig auf dem Quarzchip

Atzmasken verschiedener Gr

oen aufgebracht, so da ein

Atzgraben nach
einigen 10 m verendet und dann eine

Onung mit dem weiterge

atzten
Graben der gegen

uberliegenden Seite bildet (Abb. 2.3). Es ist damit nicht
mehr die exakt passende Gr

oe und Form der

Atzmaske notwendig, sondern
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Abbildung 2.3: Schema der beidseitigen

Atztechnik f

ur die Prozessierung
von Quarz.
durch entsprechend zeitgenaues Stoppen des

Atzvorganges kann die Gr

oe
der Apertur bestimmt werden. Mit dieser Art der Prozessierung k

onnen
deutlich kleinere

Onungen erzielt werden, die Durchmesser im unteren
Mikrometer-, bzw. auch Sub-Mikrometerbereich aufweisen (Abb. 2.4). Ein
Nachteil bei diesem Verfahren besteht darin, da die durch das

Atzen her-
vorgerufene Rauhigkeit des Grabenbodens bis zu 10-20 m betragen kann,
da sich eine Vielzahl von feinen Pyramidenspitzen ausbildet (Abb. 2.5).
Es gibt daher keine fest denierte Ober

ache mehr, sondern eben nur ein
Ober

achenniveau mit der Ungenauigkeit der Rauhigkeit von bis zu 20 m.
Ein genaues Stoppen des

Atzvorganges beim Durchbruch des

Atzgrabens
durch die Ober

ache der gegen

uberliegenden Seite ist daher nicht einfach
und erfordert eine entsprechende Kontrolle.
In einem weiteren Ansatz wurde eine relativ kleine

Atzmaske einseitig
verwendet, so da der entstehende

Atzgraben kurz vor dem Durch

atzen
des Chips verendet, also ein sogenanntes Sackloch entsteht. In einem zwei-
ten Schritt wurde nun die dem Graben gegen

uberliegende Seite vollst

andig
herunterge

atzt (thinning) und, sobald das Sackloch erreicht war, gestoppt.
Auf diese Weise wurde ebenfalls die Anforderung von der exakt passenden

Atzmaske auf ein entsprechend zeitgenaues

Atzprotokoll verlagert. Bei all
diesen Verfahren, die eine

Atzprozessierung von beiden Seiten beinhalten,
ergeben sich aufgrund der Ober

achenrauhigkeit durch den

Atzprozess ver-
schiedene Geometrien der dreieckigen Apertur (siehe Abb. 2.6).
2.1.3 Glas
Ein wesentliches Ziel bei der Herstellung von Patch Clamp Chips ist es, eine
m

oglichst runde Apertur zu denieren. Die

Onungen von Patch Clamp Pi-
pettenspitzen sind zwar nicht perfekt kreisf

ormig, jedoch im wesentlich rund,
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Abbildung 2.4: Anisotrop ge

atzte Apertur in kristallinem Quarz.
bzw. gerundet. Die beschriebene Prozessierung von kristallinem Quarz er-
laubt wegen der Kristallstruktur des Quarzes nur die Denition von dreiecki-
gen L

ochern. Um sehr kleine und runde Aperturen zu erm

oglichen, wurden
sogenannte latente Ionenspuren in Glas aufge

atzt. Bei diesem Verfahren
wird ein schweres, hochenergetisches Ion durch Glas hindurch geschossen
und zerst

ort dabei lokal die elektronische Struktur des Substrates [Tou 98].
Die dabei enstehende latente Spur im Glas hat eine deutliche h

ohere

Atzrate
als das umgebende ungest

orte Material. Daher bildet sich beim nassche-
mischen

Atzen der bestrahlten Probe entlang der Ionenspur ein konischer

Atzkegel. In Abb. 2.7 ist der Prozess schematisch dargestellt und in Abb.
2.8 ist eine aufge

atzte Ionenspur zu sehen.
2.1.4 Amorphes Quarz
Amorphes Quarz, also reines SiO
2
mit nur sehr kurzreichweitiger Ordnungs-
truktur, l

asst sich ganz analog zum Glas mit dem Auf

atzen latenter Ionen-
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Abbildung 2.5: Ober

achenrauhigkeit des Quarzes aufgrund der nass-
chemischen Prozessierung. Entsprechend der Kristallstruktur des z-cuts bil-
den sich feine Spitzen die mehrere Mikrometer H

ohe haben.
spuren strukturieren [Tou 90]. Der entscheidende Unterschied liegt in der
um etwa einen Faktor 100 kleineren

Atzrate des Quarzes im Vergleich zum
Borosilikatglas. Die Prozessierung bleibt jedoch gleich, f

ur Quarz wird le-
diglich h

oher konzentrierte Flus

aure verwendet. Es stellt sich allerdings
ein anderes Verh

altnis von Substrat

atzrate v
b
zu Ionenspur

atzrate v
t
ein.
Aufgrund des kleineren v
b
des Quarzes und eines recht konstanten v
t
er-
gibt sich ein deutlich kleinerer Winkel des aufge

atzten konischen Kegels
entlang der Ionenspur. Im Vergleich zu etwa 70 Grad beim Borosilikatglas
betr

agt der

Onungswinkel der Apertur in Quarzglas etwas unter 30 Grad.

Ubliche

Onungswinkel von Pipettenspitzen liegen im Bereich von 10-30
Grad [Sne 69, Sak 95a], so da die Aperturen in Quarz der Pipettenspitze

ahnlicher sind als bei den Borosilikatproben.
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Abbildung 2.6: Anisotrop ge

atzte L

ocher nach thinning-Verfahren. Auf-
grund der Ober

achenrauhigkeit des ge

atzten Quarzes ergeben sich unre-
gelm

assige Geometrien der Aperturen. (links oben: Oberseite des Chips;
sonst Unterseite)
2.2 Methoden der Mikro- bzw. Nanostrukturie-
rung
In diesem Abschnitt sollen die verschiedenen Techniken, die in dieser Arbeit
eingesetzt, bzw. entwickelt wurden, um vornehmlich Borosilikatglasproben
zu strukturieren, beschrieben und die jeweiligen Vor- und Nachteile darge-
stellt werden. Die meisten der hier verfolgten Ans

atze haben im Rahmen von
Kooperationen mit externen Instituten und Einrichtungen stattgefunden, da
die Mikro-, bzw. Nanostrukturierung von Glas nicht zu den Standardpro-
zessen geh

ort. Viele der in der Halbleiterstrukturierung

ublichen Prozesse
lassen sich nicht ohne weiteres auf Glassubstrate

ubertragen, so da hier
neuartige Verfahrenstechniken untersucht wurden.
17
Au+18
A)
B)
C)
D)
Abbildung 2.7: Das Prinzip der Ionenspur

atztechnik, links das Bestrahlen
des vorstrukturierten Substrates mit einem beschleunigten Ion und rechts
verschiedene Stadien beim Auf

atzen der latenten Ionenspur.
2.2.1

Atzen latenter Ionenspuren
Bestrahlungseinrichtung
Glassubstrate wurden f

ur diese Arbeit am UNILAC (Universal Linear Acce-
lerator) der GSI (Gesellschaft f

ur Schwerionenforschung mbH) mit schweren
Ionen bestrahlt. Im folgenden wird kurz auf die Funktionsweise des Li-
nearbeschleunigers und den Spurbildungsprozess eingegangen. Aus einer
Ionenquelle werden Ionen durch eine Gleichspannung extrahiert und auf
etwa 0,5% der Lichtgeschwindigkeit vorbeschleunigt. Die Ionenquelle ben-
det sich auf einem Potential von 320 kV in einem geerdeten Faradayk

ag.
Nach der Vorbeschleunigung werden die Ionen magnetisch nach ihren Mas-
sen getrennt und das gew

unschte Isotop in den Linearbeschleuniger einge-
schleust. Im ersten Abschnitt des Linearbeschleunigers wird der Ionenstrahl
in Teilchenpaketen mit Hilfe von Quadropolmagneten durch 120 zylindri-
sche Driftr

ohren gelenkt. Nach Durchlaufen der 30 m langen Beschleuni-
gungsstrecke haben die Ionen eine spezische Ionenenergie von ca. 5% der
Lichtgeschwindigkeit. Die Ionen passieren nun einen 13 m langen Abschnitt
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Abbildung 2.8: Rasterelektronische Aufnahmen einer aufge

atzten Ionen-
spur.
in dem sie in einem Gasstrahl bzw. einer d

unnen Folie weitere Elektro-
nen abstreifen ('stripping'). Nach Bohr werden alle Elektronen abgestreift,
deren Umlaufgeschwindigkeit kleiner als die Fluggeschwindigkeit des ent-
sprechenden Ions ist. Dabei erh

oht sich die mittlere Ionenladung bei Gold
z.B. auf +18, wodurch bei gleichbleibender Beschleunigungsspannung ein
h

oherer Energie

ubertrag auf die Ionen m

oglich ist. Das so entstandene La-
dungsspektrum wird nun wiederummagnetisch geltert, um die gew

unschte,
meist intensit

atsreichste, Ionenladung zu selektieren. Im letzten Abschnitt
werden die Ionen auf 50 m Strecke auf etwa 15% der Lichtgeschwindigkeit
beschleunigt, was einer spezischen Energie von ca. 11,5 MeV/Nukleon ent-
spricht. In Abb. 2.9 ist eine Beschleunigungsanlage schematisch dargestellt.
An einem Strahlplatz k

onnen nun automatisiert Proben in den Strahlgang
eingebracht und mit Ionen bestrahlt werden. Entsprechend den Fluenzen
im Strahlengang und der Dauer der Bestrahlung k

onnen Proben mit 1 bis
zu einigen 10
11
Ionen pro cm
2
bestrahlt werden. F

ur die Anwendungen
in dieser Arbeit ist vornehmlich die Einzelionenbestrahlung von Bedeutung.
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Abbildung 2.9: Aufbau der Beschleunigungsanlage. Ionen einer bestimmten
Phase werden beschleunigt und bilden sogenannte B

undel (ion bunch).
Dabei wird vor der zu bestrahlenden Probe eine Blende mit wenigen 100 m
Durchmesser montiert und die Fluenz des Ionenstrahls stark abgeschw

acht,
so dass im Mittel 1 Ion pro Sekunde die Blende passiert. Die Dicke der
Probe muss kleiner als die Reichweite des Ions im Substrat sein, damit ein
auftreendes Ion auch die Probe passiert und vom dahinter liegenden Halb-
leiterdetektor registriert werden kann. Wird ein Ion registriert, schliesst eine
elektrostatisch kontrollierte Blende innerhalb von 0,15 ms den Strahlengang
und verhindert so das Auftreen weiterer Ionen auf der Probe. In dieser
Arbeit wurde vornehmlich mit Gold-Ionen gearbeitet, die bei Energien von
11,5 MeV/u in Borosilikatglas eine Reichweite von etwa 80 m haben. Da-
her wurden die zu bestrahlenden Bereiche der Glaschips lokal auf unter 80
m Dicke ausged

unnt. Es wurden verschiedene

Atzmasken aus Gold mit
optischer Lithographie auf den Glasproben aufgebracht und mit 10 %iger
Flusss

aure die entsprechende Struktur in das Glas ge

atzt. In Abb. 2.10 ist
eine solche vorstrukturierte Probe mit bereits aufge

atzter latenter Ionenspur
abgebildet.
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Abbildung 2.10: Vorstrukturierte Glasprobe mit aufge

atzer Ionenspur.
Spurbildung in Festk

orpern
Ein beschleunigtes Ion verliert beim Passieren eines Festk

orpers durch ver-
schiedene Prozesse seine Energie [Spo 90, Tra 99]. Je nach Materialdichte,
elektronischer Struktur, kinetischer Energie des Ions etc. sind entsprechen-
de Verlustmechanismen dominierend. Das in den Festk

orper eintretende
Ion bewirkt durch sein Coulomb-Feld eine Anregung und Ionisierung der
Substratatome. Durch die ausgel

osten Targetelektronen werden Elektro-
nenkaskaden erzeugt, die eine radiale Reichweite von maximal einem Mikro-
meter quer zur Ausbreitungsrichtung des Ions haben. Angeregte Elektronen
verursachen Br

uche in der Substratstruktur und freie Radikale. Durch die
gegenseitige Abstoung der in der Ionenspur verbleibenden, positiv gelade-
nen Ionen wird eine atomare Kaskade ausgel

ost, die eine Reichweite von
etwa 10 nm besitzt und zu deplacierten Atomen und Leerstellen f

uhrt. Mit
den entsprechenden Umordnungs- und Relaxationsprozessen f

uhrt dies zur
Ausbildung eines chemisch und physikalisch ver

anderten Bereiches (Abb.
2.11). Im folgenden sind verschiedene Modelle und Mechanismen zum Ener-
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Abbildung 2.11: Die durch das passierende Ion ver

anderte Substratstruktur.
Dargestellt sind Kernbereich und Halo. Die senkrecht zur Ionenbahn emit-
tierten Targetelektronen geben ihre Energie mittels Elektronenkaskaden an
die als Kreise angedeuteten Volumenelemente ab.
gie

ubertrag und zur Ausbildung einer Ionenspur detailliert dargestellt.
Energie

ubertrag
Der Energieverlust oder die Bremskraft des Ions ist als die abgegebene Ener-
gie dE pro Wegstrecke dx deniert. Der totale Energieverlust setzt sich zu-
sammen aus nuklearem und elektronischem Energieverlust:
(dE=dx)
total
= (dE=dx)
n
+ (dE=dx)
e
; (2.1)
In Abb. 2.12 ist der qualitative Verlauf des Energieverlusts als Funktion
der Ionenenergie in doppellogarithmischer Auftragung dargestellt [Spo 90].
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Abbildung 2.12: Energieverlustfunktion des passierenden Ions.
Mittlere Ionenladung
Das in ein Substrat eingedrungene Ion verliert entlang seines Weges Elek-
tronen, falls seine Geschwindigkeit die seiner Orbitalelektronen

ubersteigt.
Daraus resultiert eine eektive Ladung Z

, die durch die folgende empirische
Formel beschrieben wird:
Z

= Z  (1  e
( 130=Z
2=3
)
); (2.2)
mit Z=Kernladung, =Geschwindigkeit v
I
des Ions relativ zur Lichtge-
schwindigkeit c. Bei einer hohen Ionengeschwindigkeit ( gegen 1) gilt
Z

= Z, d.h. das Atom ist s

amtlicher Elektronen beraubt. Wird ein Ion
in Materie abgebremst, kann es entsprechend der obigen Gleichung wieder
Elektronen aufnehmen.
Nuklearer Energieverlust
Bei Energien kleiner 100 keV/u wird die Wechselwirkung zwischen Ion und
Targetatomen wenige Mikrometer vor dem Verenden der Ionenspur domi-
nant. Die Wechselwirkungen lassen sich als elastische St

oe beschreiben,
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welche zu deplacierten Atomen und Leerstellen f

uhren. Der nukleare Ener-
gieverlust ist bei den f

ur diese Arbeit durchgef

uhrten Bestrahlungen ver-
nachl

assigbar, da die Ionenenergien immer weit

uber 1 MeV/u lagen, bzw.
die Probendicke so gew

ahlt wurde, dass die Ionen nicht innerhalb der Probe
zur Ruhe kommen.
Elektronischer Energieverlust
Der elektronische Energieverlust h

angt von der Ionengeschwindigkeit v
I
ab.
Bei hohen Geschwindigkeiten ist der Energie

ubertrag gering, da die Wechsel-
wirkungszeit des Ions mit den Targetelektronen sehr kurz ist. Wird das Ion
abgebremst, erh

oht sich die Wechselwirkungsdauer und der Energieverlust
pro Strecke steigt mit 1=v
2
I
an. Das Maximum des elektronischen Energie-
verlustes, der sogenannte Bragg-Peak, liegt bei etwa 1 MeV/u. Unterhalb
des Bragg-Peaks f

allt die Energie mit v
I
ab. Der Bereich des Bragg-Peaks
wird mit semi-empirischen Theorien beschrieben [Spo 90].
Reichweite
Schwere Ionen

ubertragen h

ohere Energien auf das Target und eignen
sich daher zur Materialmodikation besser als leichte Ionen. Da bei der
Wechselwirkung des Projektilions mit den Targetelektronen die elementa-
ren Energie- und Impuls

ubertr

age im Vergleich zu der Projektilenergie klein
sind, wird das Ion quasi-kontinuierlich abgebremst und dabei wenig aus sei-
ner geradlinigen Bahn abgelenkt. Es besitzt eine Reichweite R, die durch
den Energieverlust bestimmt wird:
R =
Z
E
0
( dE=dx)
 1
total
dE; (2.3)
Mit Hilfe des TRIM-Programms (Transport of Ions in Matter) [Zie 85] lassen
sich Reichweitebestimmungen f

ur verschiedene Energien, Ionen und Target-
substrate durchf

uhren. F

ur die Registrierung eines Ions im Halbleiterde-
tektor der Einzelionenbestrahlung ist weiterhin eine Restenergie von etwa 2
MeV/u notwendig.
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Modelle der Spurentstehung
Im folgenden werden zwei m

ogliche Mechanismen vorgestellt, durch welche
die an das Elektronensystem des Festk

orpers abgegebene Energie zur Aus-
bildung einer Ionenspur f

uhrt. Seitz und Koehler [Sei 56] schlugen 1956
das Thermal Spike Modell vor, das Coulomb-Explosion Modell wurde 1965
von Fleischer, Price und Walker [Fle 65] vorgeschlagen. Letzteres diente
vor allem der Erkl

arung, warum damals Spuren von Spaltfragmenten nur in
Isolatoren beobachtet werden konnten.
Coulomb-Explosion
Durch sein Coulomb-Feld ionisiert das schnelle, schwere Ion die Targetatome
entlang seiner Bahn. Die Æ-Elektronen verlassen den Bereich entsprechend
ihrer kinetischen Energie und zur

uck bleiben positiv geladene Targetatome,
die sich aufgrund von Coulomb-Kr

aften explosionsartig abstoen und somit
ihre urspr

unglichen Gitterpl

atze verlassen. Dazu ist es notwendig, dass die
Rekombinationszeit zwischen Targetatomen und freien Elektronen gr

oer ist
als die Zeit f

ur die Abstossung der ionisierten Targetatome untereinander.
Spuren in Isolatoren werden von diesemModell gut beschrieben, da die Elek-
tronendichte und Beweglichkeit klein und somit eine schnelle Rekombination
nicht m

oglich ist. Die verdr

angten Targetatome neutralisieren sich schlie-
lich und die lokalen Gitterspannungen relaxieren. Es bildet sich eine zylin-
derf

ormige St

orungszone, der Kernbereich, in dem eine hohe Konzentration
von Leerstellen vorliegt, sowie eine Randzone mit auf Zwischengitterpl

atzen
bendlichen Targetatomen (Abb. 2.13 ).
Thermal Spike
Bei diesem Modell wird davon ausgegangen, dass die Energieabgabe des
Ions zu einer zeitbegrenzten Temperaturerh

ohung (thermal spike) im Be-
reich um die Spur f

uhrt. Die Ausdehnung dieses Bereiches entspricht der
mittleren Reichweite der Æ-Elektronen. Die r

aumliche und zeitliche Ausbrei-
tung der Temperatur wird durch die W

armeleitungsgleichung beschrieben.
Der Prozess ist in zwei Schritte unterteilt. Als erstes wird die Energie des
Ions entlang der Spur auf die Targetelektronen

ubertragen, was eine loka-
le Aufheizung des Elektronengases durch Wechselwirkung mit sich bringt.
Diese Energie wird im zweiten Schritt an das Atomgitter abgegeben. Da
sich Atomgitter und Elektronensystem nicht im thermischen Gleichgewicht
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Abbildung 2.13: Das Coulomb-Explosions Modell [Fle 65] zur Entstehung
von latenten Spuren. Das schwere Ion durchquert das Substrat und ioni-
siert dabei die Targetatome (links). Der gest

orte Bereich ist unstabil, die
angeregten Atome stossen sich durch Coulomb Kr

afte voneinander ab und
werden auf Zwischengitterpl

atze gedr

angt. Im Spurbereich entstehen Leer-
stellen (Mitte). Die lokalen Spannungen relaxieren, zur

uck bleibt die latente
Spur (rechts).
benden, wird die r

aumliche und zeitliche Ausbreitung der Elektronentem-
peratur und der Gittertemperatur durch zwei gekoppelte, nichtlineare Glei-
chungen beschrieben, wobei Zylindergeometrie zugrunde gelegt wird. Die
Gleichungen sind wegen der nichtlinearen Abh

angigkeit der Parameter von
der Temperatur nicht analytisch l

osbar.
Das Thermal Spike Modell zielt darauf ab, durch Kenntnis der thermodyna-
mischen Eigenschaften eines Materials den zeitlichen Verlauf der Gittertem-
peratur in zylinderf

ormigen Volumina als Funktion des Abstandes r von der
Ionenspur zu bestimmen. Bei niedrigem Schmelzpunkt und starker Kopp-
lungskonstante kann das Material lokal schmelzen und sich bei schnellem
Abk

uhlen eine amorphe Phase - die latente Spur - bilden.
Die atomaren Defekte, die aufgrund des Durchgangs eines Ions erzeugt wur-
den, bilden eine physikalisch und chemisch ver

anderte Zone, deren Durch-
messer etwa 10 nm betr

agt. In diesem Kernbereich ist die Substratstruktur
stark gest

ort und weist eine verminderte Dichte auf. Die elektronischen Ef-
fekte im Randbereich von etwa einem Mikrometer f

uhren zur Bildung von
Radikalen und Punktdefekten. Latente Spuren in Gl

asern oder Polymeren
sind bei Raumtemperatur

uber Jahre hinweg stabil, da sich kein thermody-
namisches Gleichgewicht einstellen kann.
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Spur

atztechnik
Die durch den Durchgang eines Ions erzeugten latenten Spuren besitzen eine
deutlich h

ohere

Atzrate als das umgebene, ungest

orte Substrat. Die atoma-
ren Defekte und die gest

orte elektronische Struktur entlang der Ionenspur
bieten f

ur ein

Atzmedium viele Angrispunkte, so dass chemische Reaktio-
nen hier schneller ablaufen. Die Situation ist in Abb. 2.14 schematisiert. Je
nach Substratmaterial und

Atzmedium ist die

Atzrate der latenten Spur v
t
gegen

uber der normalen Material

atzrate v
b
leicht bis stark erh

oht. Durch
das Verh

altnis der beiden

Atzraten v
t
/v
b
ist die Selektivit

at des

Atzprozesses
bestimmt. F

ur ein amorphes Substrat ist die

Atzrate isotrop, d.h. bei glei-
Abbildung 2.14: Prinzip der Spur

atztechnik. Die relevanten Parameter sind
die Dichte der Strahlungssch

aden entlang der Spur, die Reaktionsrate zwi-
schen Substrat und

Atzmedium und der Abtransport der

Atzprodukte durch
Diusion und Konvektion.
chen

Atzbedingungen unabh

angig vom Ort. Durch die latente Spur und
die entsprechende Selektivit

at l

asst sich nun ein amorphes Material aniso-
trop

atzen. Generell wird die Temperaturabh

angigkeit der

Atzrate durch
die Arrheniusgleichung beschrieben:
v  e
 (E
A
=kT )
; (2.4)
mit v = Reaktionsgeschwindigkeit, E
A
= Aktivierungsenergie, k = Boltz-
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mannkonstante, T = Temperatur. Je nach Aktivierungsenergie f

ur die
Material- und Spur

atzrate l

asst sich die Temperaturver

anderung die Selek-
tivit

at variieren.
Porengeometrie
Werden die latenten Spuren aufge

atzt, bilden sich in Abh

angigkeit von be-
strahltem Substrat,

Atzmedium und Prozessparametern verschiedene Geo-
metrien des

Atzkanals aus. Bei kristallinen Substraten k

onnen durch ent-
sprechende Anisotropien des

Atzprozesses komplexe Strukturen entstehen.
F

ur die Betrachtung in dieser Arbeit sind allerdings vorwiegend amorphe
Substrate relevant, so dass im Folgenden die Parameter der Geometriebil-
dung von aufge

atzten Ionenspuren in amorphen Materialien erl

autert wer-
den.
Die Geometrie der ge

atzten Pore wird durch das Verh

altnis von Spur

atzrate
v
t
und Material

atzrate v
b
bestimmt. In Abb. 2.15 ist der

Atzprozess f

ur eine
senkrecht verlaufende Ionenspur dargestellt. Es wird vorausgesetzt, dass die
Spur

atzrate w

ahrend des

Atzvorganges entlang der Spur konstant ist. Dies
ist in den hier verwendeten Proben der Fall, die verbleibende Restreich-
weite der passierten Ionen ist relativ gross und innerhalb der Probendicke

andert sich dE/dx wenig. Der durch die Ionenspur anisotop verlaufende
Abbildung 2.15: Geometrie einer ge

atzten Ionenspur. Der

Onungswinkel 
der Pore wird durch das Verh

altnis von Material- und Spur

atzrate bestimmt.
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Atzprozess f

uhrt zur Ausbildung eines kegelf

ormigen Grabens entlang der
latenten Spur. Die lineare

Atzung entlang der Kernspur wird durch die
Spur

atzrate v
t
beschrieben. Die Spitze des

Atzkegels hat nach der Zeit t
die Strecke l durchlaufen. Simultan wird das ungest

orte Volumen durch die
isotrope Material

atzung mit der

Atzrate v
b
abgetragen, so dass die L

ange
des

Atzkegels wie folgt beschrieben werden kann
l = (v
t
  v
b
)t; (2.5)
Wird

uber die L

ange der Ionenspur hinaus weiterge

atzt, so ergibt sich
eine Abrundung des aufge

atzten Kegels entsprechend einer Kugelwel-
len

uberlagerung (siehe Abb. 2.16). Innerhalb des

Atzkegels wird das umlie-
Abbildung 2.16: Die verschiedenen Stadien beim Spur

atzen. Links nur die
im Substrat verendende, latente Spur, in der Mitte die aufge

atzte Spur und
rechts das Resultat f

ur einen

uber die L

ange der Ionenspur weiterge

atzten
Prozess. Die konische Struktur der Spur geht aufgrund des nun isotropen

Atzprozesses in eine spherische Geometrie

uber.
gende Material ebenfalls mit v
b
abgetragen. Der

Atzkegel wird durch den
Halbwinkel  charakterisiert, welcher durch:
sin = v
b
t=l = v
b
t=v
t
t = v
b
=v
t
; (2.6)
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beschrieben wird. Das Verh

altnis von Spur

aztrate und Material

atzrate ,
die Selektivit

at, wird im Folgenden mit  bezeichnet:
 = v
t
=v
b
; (2.7)
Aus der Geometrie (Abb. 2.15) geht hervor, dass:
tan = d
o
=2l; (2.8)
Mit Gleichung 2.6 folgt:
tan = sin=cos = v
b
=
q
(v
2
t
  v
2
b
); (2.9)
Gleichsetzen von 2.8 und 2.9 ergibt:
d
o
= 2v
b
l=
q
(v
2
t
  v
2
b
); (2.10)
Nach Einsetzen von Gleichung 2.5 folgt der Zusammenhang:
d
o
= 2v
b
t
q
(v
t
  v
b
=v
t
+ v
b
); (2.11)
Die Material

atzrate l

asst sich sowohl durch die Dickenabnahme D der
Probe als auch durch die Zunahme des Porendurchmessers d bestimmen.
Es gilt:
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vb
= D=2t; v
b
= d=2t; (2.12)
Die mittlere Spur

atzrate v
t
kann durch die Durchbruchszeit t
D
bei gege-
bener Probendicke ermittelt werden:
v
t
= D=2t
D
; (2.13)
Aus den Gleichungen ergibt sich der Probendurchmesser d
o
an der Ober-


ache zu:
d
o
= 2 v
b
t
q
(  1= + 1); (2.14)
Da generell die Spur

atzrate h

oher als die Material

atzrate ist, bilden sich
bei

Atzung der latenten Spur Kegel entsprechenden Winkels aus. Ist z.B.
v
t
>> v
b
so ist  nahe 1, es bilden sich also zylinderf

ormige

Atzporen. Dies
ist zum Beispiel f

ur verschiedene in NaOH ge

atzte Ionenspuren in Polymere
der Fall. F

ur uss

aurege

atzte Ionenspuren in Glas ist der Halbwinkel  etwa
35 Grad, bei Quarz etwa 14 Grad.
Evaluation der Methode
Wie bereits oben eingehend beschrieben, ist die nasschemische Strukturie-
rung mit Hilfe von latenten Ionenspuren sehr erfolgreich f

ur die Herstellung
von Aperturen im Sub-Mikrometerbereich eingesetzt worden.
Das Verfahren ist f

ur eine Vielzahl von Materialien einsetzbar, und je nach
Materialeigenschaften und verwendeten

Atzmedien ergeben sich verschie-
denste

Atzstrukturen. Im Rahmen dieser Arbeit wurden auch Untersuchun-
gen an mit Ionen bestrahlten Polymerfolien durchgef

uhrt. Polycarbonat-
(PC)- und Polyethylenterephtalat-(PET)-folien mit 10-30 m Dicke wurden
sowohl mit einzelnen Ionen als auch mit Fluenzen von 10
3
-10
8
Ionen pro
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cm
2
bestrahlt. Als

Atzmedium f

ur diese Polymere wurde stark konzen-
trierte NaOH und KOH (jeweils 15 molar) eingesetzt. Die Polymere selber
weisen dabei sehr geringe

Atzraten auf, die Ionenspuren werden bei Raum-
temperatur mit einigen 10 nm pro Minute ge

atzt. Durch das Verh

altnis von
v
b
/v
t
ann

ahernd Null ergeben sich

Atzkegel mit

Onungswinkel nahe Null,
also zylinderf

ormige Poren. Mit diesem Ansatz wurden Porendurchmesser
von unter 20 nm erreicht Abb. 2.17, Poren mit Durchmesser zwischen 0.5-1
Mikrometer lassen sich routinem

assig in Polymerfolien herstellen. Neben
Abbildung 2.17: Aufge

atzte Ionenspur mit sehr kleinem Durchmesser in
Polycarbonatfolie.
der M

oglichkeit, ein einzelnes Ion durch eine Probe zu schiessen, kann man
nat

urlich auch einen Bereich der Probe, bzw. die gesamte Probe 

achig mit
vielen Ionen bestrahlen. Je nach Fluenz des Strahls beschleunigter Ionen
und Dauer der Bestrahlung k

onnen auf diese Weise mehr oder weniger hohe
Dichten latenter Spuren, d.h. Ionenspuren pro Fl

ache, im Substrat erzeugt
werden. Man kann somit die Probe beliebig stark perforieren und auf die-
se Weise zum Beispiel feine Filterelemente herstellen (Abb. 2.18). Sind
die Spuren im Substrat so dicht, da beim Auf

atzen ein

Uberlappen der
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Abbildung 2.18: Polycarbonatfolie mit hoher Fluenz bestrahlt. Die auf-
ge

atzten Poren sind stochastisch verteilt, haben aber einen einheitlichen
Durchmesser.

Atzkrater auftritt, so kann man den bestrahlten Bereich vollst

andig durch

Atzen entfernen (Abb. 2.19). Dadurch lassen sich mit Hilfe von ionenun-
durchl

assigen Metallmasken beliebige Strukturen in ein Substrat einstrahlen
und entsprechend auf

atzen. Interessant ist auch, dass durch das Einstrahlen
der Ionen unter einem beliebigen Winkel dieser Winkel auch in die Struk-
turen im Substrat

ubertragen werden kann, da sich die Ionen geradlinig im
Probenmaterial ausbreiten. Dadurch lassen sich amorphe Materialien eben-
falls anisotrop

atzen [Spo 96].
2.2.2 Sputtern mit fokussiertem Ionenstrahl
Zur Herstellung von feinen Aperturen wurde ebenfalls eine sehr fortgeschrit-
tene Sputtertechnik verwendet, das Sputtern mit fokussiertem Ionenstrahl
(Focused Ion Beam, FIB). FIB ist eine Trocken

atztechnik, bei der ionisierte
Prozessgase z.B. Ar
+
beschleunigt und mittels einem entsprechenden Lin-
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Abbildung 2.19: Ionenspur

atzen als maskenlose Lithographie, hier Glaspro-
be, die durch eine bienenwabenf

ormige Metallmaske hindurch mit hoher
Fluenz bestrahlt wurde.
sensystem fokussiert werden. Mit Hilfe des Linsensystems ist es m

oglich, den
Ionenstrahl gezielt abzulenken und so kontrolliert auf einer Probenoberf

ache
zu verfahren. Der Ionenstrahl l

asst sich bei optimal justierten Anlagen auf
wenige nm genau fokussieren. An der Stelle, wo die Ionen auf die Probeno-
ber

ache treen, ndet durch physikalisches Sputtern ein Materialabtrag
statt, d.h. Probenmaterial wird aus der Ober

ache durch die energiereichen
Ionen herausgeschlagen. F

ur die Anwendung der FIB-Technik in dieser Ar-
beit wurde mit der Arbeitsgruppe von Prof. Wieck, Universit

at Bochum,
kooperiert. Die verwendete Anlage hat eine Fokusgenauigkeit von etwa 100
nm.
Generell ist das Arbeiten mit der FIB-Technik besonders f

ur das Struktu-
rieren d

unner Schichten geeignet. Der Materialabtrag ist aufgrund der ge-
ringen Fluenz eines stark fokussierten Ionenstrahls sehr gering, in Glas wur-
den Sputterraten von etwa 10-12 nm/min erreicht. Zudem sind erreichbare
Aspektverh

altnisse relativ klein. Sollen etwa Schichtdicken tiefer als 100 nm
strukturiert werden, verliert die FIB-Technik deutlich an Au

osung. Rea-
listische Aspektverh

altnisse liegen also bei Werten um eins, was zur Ober-
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
achenstrukturierung bei vielen Anwendungen v

ollig ausreichend ist.
Die in dieser Arbeit mit dem FIB bearbeiteten Proben waren wie folgt vor-
strukturiert: Auf amorphes Glassubstrat mit 200 m Dicke wurde eine Au-

Atzmaske (rund, Durchmesser 300-500 m) mit optischer Lithographie auf-
gebracht und die Probe nasschemisch mit Flusss

aure lokal ausged

unnt. Um

Onungen im Sub-Mikrometerbereich zu realisieren und um die Prozessdau-
er des FIB-Sputterns klein zu halten, wurden Glasmembranen mit 1-2 m
Restdicke hergestellt. In die Glasmembranen wurde mit dem fokussierten
Ionenstrahl zun

achst eine weitere Ausd

unnung auf einer Fl

ache von etwa 5x5
m vorgenommen. In diese nun ausgesprochen d

unne Glasmembran wur-
de dann mit maximal fokussiertem Strahl eine kleine Apertur eingebracht.
In Abb. 2.20 sind die Ergebnisse dieser Technik dargestellt, man erkennt
sehr deutlich den kleinen, ausged

unnten Bereich und die zentral eingebrach-
te Apertur. An der sehr pr

azisen Denition der Ecken des ausged

unnten
Bereiches l

asst sich schon die hohe Au

osung dieser Technik erkennen. In
einem sehr aufwendigen und technisch sehr fortgeschrittenen Aufbau ist es
bereits m

oglich, die vom Ionenstrahl produzierten Strukturen in-situ zu un-
tersuchen und sogar zu manipulieren, womit Strukturgebung auf der Nano-
meterskala sehr gut realisierbar ist [Li 01]. F

ur die Bearbeitung einer Probe
mit dem FIB sind leider mehrere Stunden notwendig, zum einen f

ur die
genaue Justierung und Fokussierung, zum anderen f

ur den Sputterprozess
selber. Das macht diese Technik leider sehr unattraktiv f

ur die Herstellung
einer gr

osseren Anzahl von Proben. Ein weiteres Problem ergibt sich aus der
notwendigen Ausd

unnung der Glasmembranen auf wenige m. Glasschich-
ten mit so geringen Dicken sind mechanisch recht empndlich und daher f

ur
sp

atere Anwendungen nur bedingt geeignet.
2.2.3 Reaktives Ionen

atzen
Eine weitere M

oglichkeit zur Nanostrukturierung liegt in Trocken

atzverfahren.
Das Reaktive Ionen

atzen (Reactive Ion Etching, RIE) ist ein Trocken

atzverfahren,
das sowohl chemischen als auch physikalischen Charakter hat. F

ur den

Atzproze wird die Reaktionskammer zun

achst evakuiert, dann mit Pro-
zessgas gef

ullt (z.B. CF
4
, SF
6
, CCl
2
F
2
) und durch Anlegen einer Hochfre-
quenzleistung wird ein Plasma erzeugt. Die Abtragung der zu

atzenden
Schicht ndet zum Einen durch Einwirkung aktivierter und reaktiver Gase
statt, diese chemische Komponente des

Atzvorganges ist isotrop und wird
als Plasma

atzen bezeichnet. Zum Anderen wird die zu

atzende Schicht mit
energiereichen Ionen aus dem Plasma beschossen und dadurch zerst

aubt.
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Abbildung 2.20: Verschiedene Bohrungen in Glasmembranen mit der Focu-
sed Ion Beam Technik vorgenommen.
Diese physikalische Komponente ist relativ unselektiv und anisotrop.
Die

Atzrate f

ur Glas der verf

ugbaren RIE-Anlage bei maximal anwendbarer
Leistung (ca. 500W) liegt bei etwa 20-25 nm/min. Um Glasmembranen von
etwa 10-15 m Dicke zu durch

atzen, w

aren dementsprechend einige Stunden
notwendig, also unzumutbar lange f

ur Anlage und Benutzer. Zudem ist, da
die verwendete Anlage eine dominierende physikalische Komponente hat,
nur eine sehr geringe Selektivit

at gegen

uber einer

Atzmaske gegeben. Es
mu also eine Hartmaske aus z.B. Nickel oder Chrom verwendet werden,
in die entsprechend eine feine Apertur eingebracht werden muss. Bei der
ben

otigten Schichtdicke f

ur die Hartmaske ist eine Sub-Mikrometer Aper-
tur nicht mehr nasschemisch herzustellen, und damit ist die erreichbare
Au

osung letztlich limiert. Es bleibt nur die M

oglichkeit, die Glasmem-
branen weiter auszud

unnen, jedoch sind bei w

unschenswerter Restdicke von
kleiner gleich 2 m die mechanischen Eigenschaften der Membranen sehr
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schwach. Reaktives Ionen-

Atzen ist daher nur sehr bedingt einsetzbar, um
feine Aperturen in Glas zu erstellen. Allerdings wurde es in dieser Arbeit
nutzbringend zur Herstellung lokaler Erhebungen, bzw. Absenkungen auf
planaren Glaschips eingesetzt. Die lokalen Erhebungen wurden rund um ei-
ne zuvor hergestellte Apertur angebracht, um den Rand einer Pipettenspitze
zu imitieren und so die Zelladh

asion zu verbessern. In Abb. 2.21 sind mit
Reaktivem Ionen-

Atzen hergestellte Adh

asionsringe dargestellt.
Abbildung 2.21: Mit Lithographie und Reaktivem Ionen

atzen hergestellte
Ober

achenstrukturierungen zur verbesserten Zelladh

asion.
2.2.4 Laserablation
Eine vielversprechende Technologie zur Herstellung feiner Aperturen in Glas
ist die Laserablation mit einem Excimerlaser. Mittels eines fokussierten La-
serstrahls wird Material von der Ober

ache der zu strukturierenden Probe
abgetragen. Die Wellenl

ange des verwendeten Laserlichtes muss auf die Ab-
sorptionseigenschaften der Probe abgestimmt werden, um einen m

oglichst
guten Energie

ubertrag zu gew

ahrleisten. Ebenso muss die Energiedichte des
Laserstrahls einen materialspezischen Schwellwert

uberschreiten, um wohl-
denierte Ablation zu erm

oglichen.
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Bei der Laserablation wird Probenmaterial durch die vom Laserstrahl

ubertragene Energie evaporiert, es ndet eine Art Ober

achenexplosion auf
der Probe statt. Ist die Energiedichte des Strahls zu gering, treten un-
erw

unschte Schmelzph

anomene auf, die die Au

osung dieses Strukturie-
rungsverfahrens deutlich herabsetzen.

Ublicherweise werden Excimerlaser
zur Ablation mit Pulsdauern von einigen ns betrieben. Dabei wird je nach
Probenmaterial etwa eine Schichtdicke von 10-100 nm pro Puls abgetragen.
Um eine noch bessere Au

osung zu erreichen, werden fs-Lasersysteme einge-
setzt, unter anderem auch, da bei solch extrem kurzen Laserpulsen fast kein
Aufschmelzen des Probenmaterials mehr stattndet. Meist reichen aber ns-
Pulse aus, um eine Energiediusion in nicht-bestrahlte Bereiche und somit
ein Aufschmelzen zu verhindern.
Excimerlaser sind Gaslaser, der Name entstammt der Abk

urzung excited
dimer f

ur angeregte zwei-atomige Molek

ule wie Xe
2
, welches in den ersten
Systemen als Lasergas eingesetzt wurde. Neuere Excimerlaser verwenden
Edelgashalogenid-Gase wie ArF oder KrF als Lasermedium.

Ublicherweise
wird f

ur die Materialbearbeitung mit dem Excimerlaser eine Maske und ei-
ne abbildende Optik verwendet. F

ur die Struktur, die ablatiert werden soll,
wird zun

achst eine entsprechende, um einen Faktor 5-10 gr

ossere Maske her-
gestellt. Diese Maske wird durch eine Projektionslinse verkleinernd auf die
Probenober

ache abgebildet. Die optischen Elemente m

ussen der Energie-
dichte des Laserstrahls w

ahrend der Illumination standhalten, daher werden
wegen der geringen Absorption meist Quarzgl

aser f

ur die Linsen verwendet.
In Abb. 2.22 ist eine solche abbildende Optik schematisch dargestellt. Beim
Ablatieren einer Probe ndet naturgem

ass ein Materialabtrag statt, so dass
sich die eektive Probenober

ache w

ahrend der Ablation verschiebt. Ent-
sprechend muss die Projektionslinse eine Tiefensch

arfe ('depth of focus',
DoF) gew

ahrleisten, der in der gleichen Gr

ossenordnung wie die Tiefe der
Bohrung liegt. Die Projektionslinsen sind optimiert, um eine bestimmte
Au

osung (numerische Apertur, NA) und Tiefensch

arfe zu erreichen, diese
Gr

ossen stehen bei einer Linse in folgender Beziehung zueinander:
DoF = (blur=2NA); (2.15)
und
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Abbildung 2.22: Typische, abbildende Optik f

ur die Mikrostrukturierung
mittels Maske und Excimerlaser.
blur = =NA (Beugungsbegrenzung); (2.16)
Eine hohe Au

osung f

ur sehr keine Strukturen kann also nur f

ur den Preis
einer kleinen Tiefensch

arfe erkauft werden. In Abb. 2.23 ist die Situati-
on geometrisch dargestellt. Glassubstrate f

ur die Mikroperforation mittels
Laserablation wurden ebenfalls nasschemisch vorstrukturiert. Es wurden
wie bereits beschrieben Glasmembranen durch lokales Ausd

unnen des Sub-
strates erzeugt, jedoch ist eine Restdicke von 10-20 m ausreichend, um
Aperturen mit Sub-Mikrometer Durchmesser zu erhalten. Es k

onnen also
mit der Laserablation Aspektverh

altnisse von 15-20 erreicht werden. Die
recht starke Dicke der Glasmembranen verleiht diesen eine ausreichend me-
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Abbildung 2.23: Die geometrische Bedeutung der Tiefensch

arfe: sie gibt
den Abstand von der optimalen Bildebene f

ur eine bestimmte Unsch

arfe des
perfekten Bildes an.
chanische Stabilit

at. Die Proben lassen sich zum Beispiel im Ultraschallbad
(240W, 10 % Leistung) reinigen, ohne dabei Schaden zu nehmen. Vergleich-
bare Glasmembranen mit Restdicken von kleiner 5 m zerbrechen instantan
in Ultraschall dieser Leistung. Die Absorption von Glas ist im sichtbaren
Wellenl

angenbereich ann

ahernd Null, steigt aber zum ultravioletten Bereich
hin deutlich an. Zur Laserablation ist daher ein KrF-Laser mit 248 nm Wel-
lenl

ange aufgrund zu schwacher Absorption nicht geeignet, aber f

ur die in
dieser Arbeit verwendeten Borosilikatgl

aser ist ein ArF-Laser mit 193 nm
gut verwendbar. F
2
-Laser haben mit 157 nm zwar die k

urzeste Wellenl

ange,
jedoch absorbiert in diesem Bereich der Sauersto in der Luft, so dass man
im Vakuum, bzw. im Prozessgas wie Sticksto arbeiten muss. Zudem ist
eine deutlich aufwendigere, nicht-absorbierende Optik notwendig. Der ent-
sprechend h

ohere Aufwand eines F
2
-Laser im Vergleich zum ArF-Laser lohnt
sich nicht, da die verf

ugbare Leistung des F
2
-Lasers um einen Faktor 8 bis
10 kleiner ist und so die schw

achere Absorption der 193 nm Wellenl

ange
durch h

ohere, verf

ugbare Leistung ausgeglichen wird.
Die Laserablation wurde in Kooperation mit dem Laser Zentrum Hannover
durchgef

uhrt. Es wurde ein ArF-Laser (TUI-Laser, Excistar 500) eingesetzt,
der eine mittlere Energie von 8 mJ pro Puls zur Verf

ugung stellt und mit ei-
ner Pulsrate von 200 Hz betrieben wird. Es wurde eine abbildende Optik ver-
wendet, die eine entsprechende Maske verkleinert auf der Probenober

ache
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abbildet. Um auf der Probenvorderseite eine

Onung von 1 m Durchmes-
ser zu generieren, wurde die Probe von der zuvor ausged

unnten R

uckseite
bestrahlt. Auf der Strahleintrittsseite ist der Durchmesser der Bohrung etwa
8-10 m, auf der Austrittsseite bis zu unter einem Mikrometer (Abb. 2.25).
Zum Perforieren der auf 20 m ausged

unnten Glasmembran sind etwa 100-
Abbildung 2.24: Verschiedene Vergr

osserungen eines laser-gebohrten Lo-
ches, deutlich zu sehen sind die Ablationsstufen, die durch die einzelnen
Laserpulse entstehen.
200 Pulse notwendig. Die zur Ablation erforderliche Energiedichte auf der
Probe betr

agt etwa 100-150 J/cm
2
. In den rasterelektronenmikroskopischen
Aufnahmen in Abb. 2.24 sind deutlich die Abtragstufen der einzelnen Laser-
pulse zu erkennen. Ein Ausbrechen der Laserbohrung auf der Austrittsseite
wurde nicht festgestellt. Die verwendete Maske ist kreisf

ormig, jedoch sind
viele der Bohrungen mehr oval geformt, da bereits kleinste Fehljustierungen
bei diesen hohen Anforderungen zu Abbildungsfehlern f

uhren k

onnen. Ins-
besondere ist beim Durchbohren mehrerer Proben in einem Substratst

uck
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ein leichter Versatz zum Beispiel der z-Ebene beim Verfahren des Substrats
kaum vermeidbar.
Um die durch Ablationsprozesse aufgerauhte Ober

ache an den In-
Abbildung 2.25: Mit ArF-Laser hergstellte Apertur in Glas.
nenw

anden der Mikropore zu gl

atten, wurden verschiedene Versuche un-
ternommen. Zun

achst wurde analog zum Feuerpolieren von Patch-Clamp
Pipetten eine Heizwendel verwendet, um das Glas anzuschmelzen und so
Strukturunebenheiten zu relaxieren und zu gl

atten. Da die Heizwendel je-
doch im Vergleich zur Apertur sehr gross ist, etwa in der Gr

ossenordnung des
gesamten Glaschips, sind Aufheizprozesse schwer kontrollierbar und f

uhren
zum Aufschmelzen der ganzen Struktur.
Um eine Energiezufuhr nur an der Glasober

ache zu erreichen, wurde ein Ra-
pid Thermal Annealing (RTA) System eingesetzt, das den Energie

ubertrag
durch UV-Licht realisiert. Mit der verwendeten Anlage ist es m

oglich, die
Proben innerhalb sehr kurzer Zeit (Sekunden) auf mehrere hundert Grad
Celsius aufzuheizen und kontrolliert wieder abzuk

uhlen. Trotz Variation
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der Aufheiz- und Abk

uhlparameter f

uhrte auch dieser Ansatz nicht zum
Erfolg, da nicht wie erwartet vornehmlich Licht/Energie an der Ober

ache
absorbiert wurde, sondern auch in tiefer gelegenen Schichten, bzw. der Tem-
peraturausgleich zwischen Ober

ache und tieferen Bereichen sehr schnell
stattndet. Es wurden auch hier globale Verformung durch die Schmelz-
prozesse festgestellt, die nicht einmal auf den ausged

unnten Bereich des
Glaschips begrenzt war. Insbesondere wurden die prozessbedingten Stufen
in der Apertur durch das Annealing nicht egalisiert, wie sich leicht durch
Rasterelektronenmikroskopie feststellen l

asst.
Eine weitere M

oglichkeit zur lokalen Aufheizung und entsprechendem An-
nealing ist die Verwendung eines CO
2
-Laserstrahls, der auf den Bereich der
Apertur fokussiert wird. Das Glas absorbiert die Wellenl

ange des CO
2
-
Lasers, so dass lokal Energie zugef

uhrt werden kann. Dieser Ansatz wurde
jedoch nicht verfolgt, da sich f

ur die sp

atere Anwendung der Proben zeigt,
dass eine kreisrunde Apertur nicht unbedingt notwendig ist, solange keine
scharfen Ecken in der

Onung auftreten.
Mit Hilfe der Laserablation lassen sich eine Vielzahl verschiedener Materia-
lien strukturieren. Die verwendet Wellenl

ange des Lasers muss dabei jeweils
den Absorptionseigenschaften und Ablationsschwellwerten des Substrates
angepasst werden. Entsprechende Anwendungen nden sich im lab-on-a-
chip Bereich, bzw.

uberall wo feine K

anale f

ur die Mikrouidik ben

otigt
werden [Lab 98] und vor allem in der Herstellung wohldenierter Lochma-
trizen f

ur Tintenstrahlk

opfe [Row 95]. Im Kontext dieser Arbeit ist un-
ter anderem die Mikroperforation von Polymeren [Schm 98, Hir 01], insbe-
sondere Polytetrauoroethylen (PTFE oder Teon) interessant. Perforierte
Teonfolien werden seit langem f

ur Messungen an k

unstlichen Lipidmem-
branen verwendet (siehe Kapitel 3). Es werden verschiedene Methoden zur
Perforation eingesetzt, vornehmlich mechanischer Natur. Die Gr

osse der
Apertur ist dabei auf Durchmesser gr

osser als 30 m, meist 150 m be-
grenzt. Messtechnisch sind oft kleinere Durchmesser w

unschenswert, so dass
auch hier die Laserablation eine Verbesserung darstellen kann, da z.B. mit
F
2
-Lasern Strukturgr

ossen kleiner als ein Mikrometer in Teon erreichbar
sind [Her 93, Fie 99]. Desweiteren kann die Laserablation zum Reinigen von
Mikrostrukturen verwendet werden, z.B. um

Atzreste oder prozessbedingte
Rauhigkeiten zu gl

atten [Cou 98].
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Kapitel 3
Experimente
In diesem Abschnitt werden die experimentellen Gegebenheiten und die mit
den Patch Clamp Chips durchgef

uhrten Untersuchungen beschrieben. Ein-
leitend werden Modelle des Ladungstransports durch Ionenkan

ale disku-
tiert. Im folgenden werden der Messaufbau und kurz die Messmethoden
der Patch Clamp Technik erkl

art. Nach der Darstellung des chip-basierten
Versuchaufbaus werden Experimente an k

unstlichen Lipidmembranen und
Porenbildnern mit Patch Clamp Chips beschrieben. Ein weiterer experi-
menteller Schwerpunkt ist die Arbeit mit Zellen. Es werden Messungen
verschiedener Ionenkanaltypen in der Ganzzellkonguration gezeigt und die
Erfahrungen mit der chip-basierten Elektrophysiologie evaluiert.
Folglich werden zwei Hauptgruppen von Experimenten dargestellt, zum
einen Versuche an k

unstlichen Lipidmembranen, zum anderen Arbeiten mit
Zellen.
3.1 Modelle des Ladungstransports durch Ionen-
kan

ale
Um zu

Uberleben, ben

otigen alle Organismen eine sch

utzende Abgrenzung
gegen ihre Umwelt. F

ur den fundamentalen Fall der Zelle wird dies durch
die Zellmembran erreicht. Biologische Membranen haben eine geringe di-
elektrische Konstante  = 2 im Vergleich zu Wasser mit  = 80, so dass sie
eine hohe Potentialenergiebarriere f

ur Ionen darstellen. Durch eine einfa-
che Absch

atzung ergibt die Born'sche Eigenenergie eine Energiebarriere von
etwa 65 kT f

ur die Passage eines Ions durch die Membran, was diese Pas-
sage

ausserst unwahrscheinlich macht [Par 69]. Ionen k

onnen die Membran
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jedoch durch Ionenkan

ale passieren und erreichen dabei Transferraten von
10
6 8
Ionen/s [Hil 92]. Die Messung der hohen Transportraten f

uhrte zu
der Hypothese der wassergef

ullten Poren in der Membran, durch welche die
Eigenenergiebarriere f

ur Ionen stark herabgesetzt wird. Die Potentialbar-
riere eines wassergef

ullten Kanals mit 4

A Durchmesser betr

agt aufgrund
der abstossenden Kr

afte der Ober

achenladungen im Kanal etwa 4 kT. Ab-
schirmungseekte durch Ionen in der Umgebung k

onnen die Potentialbar-
riere weiter verringern.
In physiologisch relevanten Bereichen von Spannungen V kleiner als 150 mV
sind die Strom-Spannungsbeziehungen von Ionenkan

alen typischerweise li-
near, d.h.:
I = G  V; (3.1)
mit I = Strom, G = Leitwert und V = Spannung. Bei h

oheren Spannun-
gen treten jedoch Abweichungen vom Ohm'schen Gesetz auf. Eine wei-
tere typische Eigenschaft von Ionenkan

alen ist der zun

achst lineare An-
stieg ihrer Leitwerte mit zunehmender Ionenkonzentration bis hin zu einem
S

attigungsniveau bei sehr hohen Konzentrationen. Dieses Verhalten wird
durch die Michaelis-Menten Gleichung beschrieben [Hil 92]:
G = G
max
=(1 + c
s
=c); (3.2)
mit G
max
= maximaler Leitwert und c
s
= S

attigungskonzentration beim
Halbmaximum des Leitwerts.
Ionenkan

ale sind aufgrund ihrer radialen Ausdehnung Objekte im Zwischen-
bereich von mikroskopischen und nanoskopischen Systemen. Das interne
Volumen eines Ionenkanals kann sehr klein sein, es betr

agt z.B. im Fall ei-
nes Kaliumkanals, dem KcsA-Kanal, nur etwa 2000

A
3
[Hil 92]. Die Gr

osse
der physiologisch relevanten Ionen liegt bei wenigen

A, der Kristallradius
von z.B. Na
+
, K
+
, Ca
2+
oder Cl
 
ist etwa 1-2

A. Im Gegensatz zum Elek-
tronentransport in mesoskopischen Systemen haben die Ladungstr

ager bei
ionischem Transport jedoch grosse Massen von einigen 10
 26
kg. Die de
Broglie Wellenl

ange eines Ions ist daher klein im Vergleich zur Kanalstruk-
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tur.
Ein direkter Vergleich des Ionentransports mit dem von Elektronen in
mesoskopischen (Halbleiter)-Systemen ist z.B. aufgrund der unterschiedli-
chen Massen der Ladungstr

ager nicht ohne weiteres m

oglich, jedoch k

onnen
grundlegende Konzepte aus der Mesoskopik angewendet werden: Der Leit-
wert (G) eines rechteckigen, zweidimensionalen Leiters ist durch seine Breite
(B) und L

ange (L) bestimmt:
G =  B=L; (3.3)
wobei  = Leitf

ahigkeit eine Materialeigenschaft ist, die nicht von den Di-
mensionen des Leiters abh

angt. Reduziert man die Dimensionen B und L
des Leiters jedoch sehr stark, so beginnt die Leitf

ahigkeit vom ohmschen
Verhalten abzuweichen. Unter ohmschen Verhalten ist hier auf diusem
Transport beruhendes ohmsches Verhalten zu verstehen, der Transport al-
so von Streuprozessen dominiert und nicht ballistisch ist.. Ein Leiter zeigt
unter normalen Bedingungen ein ohmsches Verhalten solange seine Dimen-
sionen deutlich gr

osser als jede einzelne der folgenden drei charakteristischen
L

angenskalen sind: (1) die de Broglie Wellenl

ange des Ladungstr

agers, (2)
die mittlere freie Wegl

ange L
Im
, also die Strecke die der Ladungstr

ager
zur

ucklegen kann, bevor sein urspr

unglicher Impuls zerst

ort ist und (3) die
Phasenrelaxationsl

ange, also die Strecke die zur

uckgelegt werden kann, be-
vor die urspr

ungliche Phase des Ladungstr

agers zerst

ort ist.
Die mittlere freie Wegl

ange zwischen zwei St

ossen eines Ions in L

osung be-
tr

agt etwa 0.1

A [And 96]), wobei nicht bei jedem Zusammenstoss der Impuls
des Ions vollst

andig zerst

ort wird. Die Relaxationszeit 
Im
des Impulses ist
mit der Kollisionszeit 
K
durch folgende Beziehung verkn

upft:
1=
Im
 1=
K
 
Im
; (3.4)
wobei der Faktor 
Im
die Qualit

at des Zusammenstosses beschreibt: 
Im
= 1 ist ein inelastischer Stoss, 
Im
= 0 ein total elastischer. Wird bei ei-
nem Zusammenstoss zweier Ionen ihre Ausbreitungsrichtung nur um einen
kleinen Winkel gestreut, so ist Impulsverlust eines individuellen Stosses nur
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gering und 
Im
klein. Die mittlere freie Wegl

ange L
Im
ist dann durch die
Geschwindigkeit v
Ion
der Ionen bestimmt:
L
Im
= v
Ion
 
Im
: (3.5)
Die mittlere freie Wegl

ange L
Im
der Ionen kommt damit den Ausdehnungen
der Kanalstruktur recht nahe, so dass nicht uneingeschr

ankt von ohmschen
Verhalten des Ionenkanals ausgegangen werden kann. Daher wird in dieser
Arbeit nicht von der Leitf

ahigkeit eines Ionenkanals, was ohmsches Verhal-
ten voraussetzen w

urde, sondern von dem Leitwert eines Kanals die Rede
sein.
Nachdem vor mehr als 100 Jahren begonnen wurde, das Ruhepotenti-
al von Nerven- und Muskelzellen mit der Elektro-Diusionstheorie zu be-
schreiben, wurde der Ionentransport

uber biologische Membranen traditio-
nell mit der Nernst-Planck Elektro-Diusionsgleichung modelliert. In der
Mitte der 50er Jahre wurden die Grenzen der Theorie bei der Berechnung
des K
+
-Transports in spannungsabh

angigen Kaliumkan

alen bemerkt, was
zur Idee des single-le Transports f

uhrte [Hod 55]. Es wurden nun auch
Ion-Ion Wechselwirkungen innerhalb der Membran explizit in den Nernst-
Planck Flussgleichungen durch die Poissongleichung ber

ucksichtigt [Bru 65].
Es wurde deutlich, dass Ionenkan

ale nicht nur wassergef

ullte Poren in der
Membran waren: sie konnten Ionen konzentrieren und der Transport zeigte
ein S

attigungsverhalten. Letzteres wurde nicht befriedigend in der Nernst-
Planck Gleichung ber

ucksichtigt, was zur Entwicklung von Ratengleichungen
zur Beschreibung der Ionenpermeation f

uhrte [L

au 73].
Ratengleichungen erm

oglichen es, die Kinetik der Ionenbewegung mit der
Solvationsenergie des Ions im Kanal in Beziehung zu setzen. Vorausset-
zung daf

ur ist, dass die Ratenkonstante r f

ur den

Ubergang

uber eine Ener-
giebarriere durch ein physikalisches Modell beschrieben werden kann. Das
am h

augsten verwendete Modell ist die Eyring-

Ubergangs-Zustand-Theorie
(TST, Transition State Theory); in ihrer einfachsten Form:
r = (kT )=h  e
 (E=kT )
; (3.6)
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mit k = Boltzmannkonstante, T = Temperatur, h = Planckkonstante und
E = Energiebarriere. Dies beinhaltet einen Beitrag Æ z e V von der elektri-
schen Potentialdierenz zwischen Barrierenmaximum und -minimum, wobei
z = Valenz, e = Elementarladung, Æ = der Teil des Potentials, der zwischen
Minimum und Maximum abf

allt. Eine grunds

atzliche Beschr

ankung der Ra-
tengleichungen liegt darin, dass die mittlere freie Wegl

ange in kondensierten
Phasen etwa 0.1

A betr

agt, was deutlich kleiner ist als die Srecke die ein Ion
bei der Passage eines Ionenkanals zur

ucklegen muss. Der Ionentransport
durch einen Kanal beinhaltet also eine Vielzahl elementarer Schritte, die zu
einem einzelnen

Ubergang zusammengefasst werden k

onnen. Die Elemen-
tarschritte ereignen sich mit einer H

augkeit von etwa 10
13
s
 1
(ausgehend
von einer mittleren freien Wegl

ange von 0.1

A und einer thermischen Ge-
schwindigkeit von etwa 10
4
cm/s [And 96]), was vergleichbar mit (kT)/h 
6  10
12
s
 1
ist. Nach der Standard Diusionstheorie ohne Energiebarriere
ist die H

augkeit einer erfolgreichen Passage von 1

A nur etwa 10
11
s
 1
, also
2 Gr

ossenordnungen geringer als die H

augkeit der Elementarschritte. Zur
korrekten Beschreibung der Strom-Spannungsbeziehung eines Kanals wer-
den Ratengleichungen mit etwa 10 Elementarschritten ben

otigt. Bei Ver-
wendung hinreichend vieler Elementarschritte gehen Ratengleichungen in
Diusionsmodelle

uber.
Die Kr

afte, die auf Ionen im Kanal und in der N

ahe des Kanals wirken,
bestimmen letztlich die Transporteigenschaften durch den Ionenkanal. Die
mikroskopische Berechnung dieser Kr

afte ist aufgund der langreichweitigen
Coulomb-Wechselwirkungen und des grossen Dipolmoments der Wassermo-
lek

ule recht schwierig. Zur Zeit erm

oglichen nur elektrostatische Kontinu-
umsmodelle die praktikable Berechnung der Kr

afte in Permeationsprozessen
insoweit, als dass sich verl

asslich der Leitwert eines Ionenkanals bestimmen
l

asst. Es werden Wasser, Ionenkanalproteine und Lipidmembran als konti-
nuierliche Medien mit homogener Dielektrizit

atskonstante behandelt. Sind
die Positionen der xierten Ladungen eines Proteins und mobile Ionen im
Wasser durch eine Ladungsdichte  speziziert, so wird das Potential ' und
das elektrische Feld E durch die L

osung der Poissongleichung bestimmt:

0
r  [(r)r'(r)] =  (r): (3.7)
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Durch die L

osung der Poissongleichung erh

alt man ein statisches Poten-
tialenergieprol mit Ionen an festen Positionen. In einer Elektrolytl

osung
wird das Coulombfeld eines Ions jedoch durch Gegenionen abgeschirmt. In
der Beschreibung von Permeation durch Ionenkan

ale mithilfe der Poisson-
Boltzmann Gleichung wird dieser Eekt ber

ucksichtigt. Die Poisson-
Boltzmann Theorie beschreibt ein Kontinuumssystem in dem xierte, ex-
terne Ladungen in einem dielektrischen Medium, repr

asentiert durch eine
Ladungsdichte 
ex
, von beweglichen Ionen der Dichte 
el
umgeben sind. Die
Hauptvoraussetzung dieser Theorie ist, dass im Gleichgewicht die Verteilung
der beweglichen Ladungen im System durch den Boltzmann Faktor gegeben
ist:

el
(r) =
X

z

en
0
e
[ z

e'(r)=T ]
; (3.8)
mit n
0
= Dichte des Ionentyps  und z

= Ladung dieses Ionentyps. In der
Praxis wird die Poisson-Boltzmann Gleichung numerisch gel

ost.
Die einfachsten Permeationstheorien, welche die Ionenkanalstruktur
ber

ucksichtigen, sind die Nernst-Planck und Poisson-Nernst-Planck Glei-
chungen [?, Eis 98b]. In diesen Kontinuumstheorien wird der Fluss J

jedes
einzelnen Ionentyps durch die Nernst-Planck Gleichung beschrieben, welche
die Diusion aufgrund eines Konzentrationsgradienten mit der eines Poten-
tialgradienten kombiniert:
J

=  D

(rn

+ (z

en

)=kT  r'); (3.9)
mit n

= der Dichte und D

= dem DiusionskoeÆzient des Ionentyps .
Hier wurde die Einsteinrelation benutzt, um die Leitf

ahigkeit durch den Dif-
fusionskoeÆzienten auszudr

ucken:
 = (zen=kT ) D: (3.10)
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Um eine selbstkonsistente Methode zu erhalten, sollte das Potential durch
die L

osung der Poissongleichung bestimmt werden. In der Poisson-Nernst-
Planck Theorie werden die Gleichungen 3.7 und 3.9 gleichzeitig gel

ost und
man erh

alt das Potential, die Ionenkonzentration und den Ionenuss in dem
untersuchten System. Aufgrund ihrer Nicht-Linearit

at sind die Poisson-
Nernst-Planck Gleichungen analytisch sehr schwer zu l

osen, abgesehen von
einigen sehr speziellen F

allen wie z.B. der klassischen Goldman-Hodgkin-
Katz Gleichung [Hil 92].
3.2 Experimenteller Aufbau
Es wird der Messplatz mit allen notwendigen Ger

aten und Einrichtungen
beschrieben, die f

ur die Patch Clamp Technik, sowohl mit Pipette als auch
mit Chip, relevant sind und die in dieser Arbeit verwendet wurden. Zun

achst
wird auf die normale, pipetten-basierte Messtechnik eingegangen und dann
die Modikationen zur Anwendung von Patch Clamp Chips dargestellt.
3.2.1 Klassisches Patch Clamp
Die konventionellen Patch Pipetten werden wie bereits beschrieben aus Glas-
kapillaren gezogen, wobei die Pipettenspitze in einem zweiten Schritt noch-
mals angeschmolzen werden kann, um den

Onungsdurchmesser weiter zu
verringern und die Glasober

ache zu egalisieren. Das sogenannte Feuer-
polieren der Pipettenspitze wird mit einer kleinen Heizdrahtwendel unter
optischer Vergr

osserung durchgef

uhrt und wird vor allem bei Pipetten f

ur
Einzelkanalexperimente eingesetzt. In Abb. 3.1 ist eine typische, nicht feuer-
polierte Pipette abgebildet. [Cor 83, Rae 92a, Sak 95a]. Ein guter

Uberblick

uber verwendete Glastypen und Pipettenherstellung allgemein ndet sich in
[Cor 83, Rae 92a, Sak 95a].
Die Pipetten werden mit Elektrolytl

osung gef

ullt und in einer Halterung am
Vorverst

arker fest montiert. Hierbei verbindet eine Ag/AgCl-Elektrode den
Verst

arkereingang mit der leitf

ahigen Elektrolytl

osung. Der Vorverst

arker
samt Pipette ist auf einem Mikromanipulator angebracht, der

uber eine ex-
terne Steuerung man

ovriert werden kann. Die am Boden einer Petrischale
angewachsenen Zellen benden sich in einem Bad aus Extrazellul

armedium.
Die Petrischale ist in einer Halterung in einem Mikroskop fest installiert.
Die Pipette wird in die Badl

osung gebracht und mittels des Manipulators
wird die Pipettenspitze auf die Membran einer Zelle aufgesetzt. Durch An-
legen eines leichten Unterdruckes ist es m

oglich, elektrisch

ausserst dichte
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Abbildung 3.1: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen einer Patch
Clamp Pipette.
Abschl

usse zwischen Zellmembran und Pipettenspitze zu erreichen. Typi-
sche Werte des elektrischen Widerstands solcher sogenannter Seals liegen im
G
-Bereich [Ham 81]. Das Ann

ahern der Pipettenspitze an die Zellmem-
bran und die richtige Dosierung von Unterdruck zum richtigen Zeitpunkt ist
durchaus nicht trivial, sondern erfordert ein gewisses Geschick und Erfah-
rung. W

ahrend der Sealbildung wird ein Test-Spannungspuls von einigen
mV und einer Dauer von einigen ms angelegt, der f

ur die jeweils vorliegen-
de Situation eine charakteristische Stromantwort induziert. Aufgrund der
Stromantworten l

asst sich kontrollieren, in welchem Stadium der Sealbil-
dung sich die Zelle bendet. In Abb. 3.2 sind die typischen Stromantworten
auf einen Test-Spannungspuls w

ahrend der Sealbildung gezeigt.
Die Sealeigenschaften verschiedener Zelltypen k

onnen sehr unterschiedlich
sein; bei manchen Pr

aparaten gelingt einem ge

ubten Elektrophysiologen in
neun von zehn F

allen ein G
-Seal, bei anderen Zellen ist das Verh

altnis
genau umgekehrt. Elementar wichtig ist neben der Verwendung frisch gezo-
gener (sehr sauberer) Pipetten und hochreiner, am besten steril gelterten
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Abbildung 3.2: Stromsignale auf dem Oszilloskop f

ur die verschiedenen Sta-
dien der Sealbildung: 1. Stromantwort ohne Zelle auf den angelegten Span-
nungspuls (50 mV, 30 ms), 2. Zelle bendet sich auf der

Onung, Beginn
der Sealbildung, 3. Giga-Seal, 4. H

oherer Verst

arkungsfaktor und Kompen-
sation der kapazitiven Str

ome der Messsonde, des Halters und des Mem-
branecks, man ist nun im Cell-Attached-Mode.
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L
osungen eine v

ollig stabile Halterung der Pipette, die auch bei Anlegen
von Unterdruck keinerlei Bewegung zul

asst. Ist ein G
-Seal etabliert, so
k

onnen sehr kleine Str

ome

uber die Zellmembran gemessen werden, typi-
sche Stromwerte liegen je nach Mekonguration zwischen sub-pA und eini-
gen nA. Man verwendet daf

ur eine Spannungsklemme (daher Patch Clamp)
[Hod 45, Col 68], d.h. man pr

agt der Zelle ein deniertes Haltepotential
auf.

Onen sich nun Ionenkan

ale in der Membran, iessen Str

ome, das
Haltepotential ver

andert sich und

uber einen R

uckkopplungskreislauf im
Vorverst

arker wird in die Pipette ein entsprechender Strom eingespeist, der
das Haltepotential wieder auf den denierten Wert bringt. Dieser Kom-
pensationsstrom ist gleichzeitig das Messsignal, welches im Vorverst

arker
ampliziert und in den Hauptverst

arker weitergeleitet wird. Vom Haupt-
verst

arker wird das Messsignal weiter konditioniert, d.h. verst

arkt, geltert
etc. und dann in ein entsprechendes Datenakquisitionssystem weitergelei-
tet. In Abb. 3.3 ist ein Patch Clamp Aufbau dargestellt und die Messanor-
dung schematisiert. Exzellente Darstellungen der Patch Clamp Technik und
ihrer Anwendungen nden sich in [Lev 92, She 93, Num 96, Sak 95b]. Die
Verst

arkertechnik beim Patch Clamp ist stark optimiert, um die sehr kleinen
Messsignale bei Raumtemperatur aus dem Hintergrundrauschen detektieren
zu k

onnen. Das Prinzip der Spannungsklemme wird durch einen Operations-
verst

arker implementiert, in dessen Eing

ange das gew

unschte Haltepotential
und das tats

achliche Membranpotential eingespeist werden. Die Dierenz
der beiden wird verst

arkt und

uber einen R

uckf

uhrwiderstand, bzw. einen
R

uckf

uhrkondensator wird durch die Spannungsdierenz ein Strom in die
Pipette eingespeist, bis die Dierenz gegen Null geht. Dadurch gleichen
sich Soll- und Istpotential an, die Spannung wird geklemmt. In Abb. 3.4 ist
ein einfacher Schaltplan f

ur einen Patch Clamp Vorverst

arker gezeigt. Einen
guten

Uberblick

uber die Verst

arkertechnik beim Patch Clamp ndet sich in
[Sig 95], hinsichtlich rauscharmer Messtechnik in [Lev 98]. In dieser Arbeit
wurde vornehmlich mit einem kommerziellen Patch Clamp Verst

arker (Axo-
patch 200B, Axon Instruments, Foster City (Ca), USA) gearbeitet. Dieser
Verst

arker verf

ugt sowohl

uber einen resistiven als auch einen kapazitiven
R

uckkopplungs-Modus.
3.2.2 Integration des Patch Clamp Chip im Setup
F

ur die Arbeiten mit mikrostrukturierten Glaschips als Patch Clamp Sonden
wird der Setup im Wesentlichen

ubernommen, es wird lediglich die Pipette
gegen den Chip ausgetauscht. Verschiedene Halterungen wurden entwickelt,
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Abbildung 3.3: Schematischer Aufbau aller relevanten Komponenten eines
typischen Patch Clamp Aufbaus [Han 97].
um den Patch Clamp Chip in den bestehenden Aufbau einzusetzen und mit
dem Vorverst

arker zu verbinden. Beim Design der Halterung sind verschie-
dene Parameter zu ber

ucksichtigen, die im folgenden beschrieben werden.
Es wird hier nur die aktuellste Halterungsl

osung vorgestellt, die allen An-
forderungen gerecht wird.
Der Patch Clamp Chip ist auf Ober- und Unterseite von Elektrolytl

osung
umgeben. Beim Arbeiten mit Zellen bendet sich auf der Oberseite Extra-
zellul

arl

osung, auf der Unterseite Intrazellul

arl

osung, f

ur Experimente an
k

unstlichen Lipidmembranen wurden symmetrische L

osungen verwendet.
Um den Chip auf beiden Seiten mit L

osung bef

ullen zu k

onnen, m

ussen
Ober- und Unterseite gut erreichbar sein. Weiterhin ist es auerordentlich
wichtig, die L

osungsvolumina auf beiden Seiten des Chips bis auf die Aper-
tur elektrisch absolut voneinander zu isolieren. Nur so ist gew

ahrleistet,
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Abbildung 3.4: Zwei m

ogliche Schaltungen f

ur einen Patch Clamp Vor-
verst

arker. Oben: Resistiver Vorverst

arker bei dem der Operations-
verst

arker A1 als Strom-Spannungs-Wandler agiert. Unten: Kapazitiver
Vorverst

arker.
dass beim Experiment nur der Strom durch die Apertur im Chip bzw. die
integrierte Membran darin gemessen wird und nicht ein Leckstrom etwa au-
en um den Chip herum die exakte Messung verhindert.
Ein fertig prozessierter Chip wird mit einem Epoxydharz-basierten Zwei-
Komponentenkleber (UHU Endfest 300) oder einem Silikonelastomer
(PDMS, Sylgard, Dow Corning) auf einen speziell daf

ur entwickelten Hal-
terungskopf aufgeklebt. Dadurch werden die L

osungskompartimente elek-
trisch voneinander getrennt und nur noch durch die Apertur miteinander
verbunden. Der Halterungskopf ist aus Polycarbonat gefertigt, da dieses
Material relativ gut zu bearbeiten ist und dielektrisch optimale Eigenschaf-
ten aufweist. Im Halterungskopf ist eine Bohrung von 1,5 mm Durchmesser
(Abb. 3.5) auf die der Chip so aufgebracht wird, dass die vorstrukturier-
te Unterseite im Bereich der Bohrung des Halters ist. Auf diese Weise ist
der vorstrukturierte Bereich mit der Apertur leicht zu erreichen und mit
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L
osung zu bef

ullen. Im Halterungskopf ist ein Innengewinde, mit dem der
Halterungskopf samt Chip auf den Halter aufgeschraubt werden kann. Die
gesamte Halterung wird weiterhin in den Eingang des Vorverst

arkers einge-
schraubt, der gleichzeitig die Halterung auf Position h

alt. Im Inneren des
Halters verl

auft ein Ag/AgCl-Draht, der auf der einen Seite mit dem Ein-
gang des Vorverst

arkers verbunden ist und auf der anderen Seite so vorpo-
sitioniert ist, dass er von unten in die Elektrolytl

osung im vorstrukturierten
Bereich des Chips ragt. Dadurch wird ein elektrischer Kontakt des Chips,
bzw der umgebenden L

osung und dem Vorverst

arker realisiert. Des weite-
ren ist in der Halterung ein Metallr

ohrchen eingelassen, auf das ein Schlauch
aufgesetzt wird um Unter- bzw.

Uberddruck applizieren zu k

onnen. Um die
Halterung komplett mechanisch (Druckapplikation) und elektrisch (Strom-
messung) abzudichten, sind sowohl zwischen Halterungskopf und Halter so-
wie zwischen Halter und Vorverst

arker Dichtungsringe eingebracht, die beim
Anschrauben ausreichend gequetscht werden.
Generell ist die gesamte Halterungseinheit sehr kompakt gehalten, um wei-
tere Streukapazit

aten zu minimieren. Die Halterung erlaubt einen schnellen
Wechsel der mit Chip versehenen Aufs

atze, so dass in rascher Folge Chip-
wechsel stattnden k

onnen. Es wurden verschiedene Adapter gefertigt, die
auf verschiedene Modelle von Vorverst

arkern passen, so dass mit Verst

arkern
verschiedener Hersteller Versuche gemacht werden konnten. In Abb. 3.5 ist
ein Bild der Halterung f

ur Patch Clamp Chips zu sehen [Mey 00]. Die einge-
baute Halterung bringt den Chip in horizontaler Lage in den Setup, so dass
der Kegel, der schlielich die Apertur bildet, nach oben zeigt. Auf diese
Weise kann man den Chip, bzw. die Apertur durch ein Wasserimmersions-
Auicht-Mikroskop beobachten und z.B. das Ausd

unnen einer Lipidmem-
bran oder das Ansaugen einer Zelle untersuchen. F

ur die Experimente an
Lipidmembranen wurden zus

atzlich besondere Badkammern gebaut, in de-
nen der Chip zwei Badkompartimente voneinander trennt. Bei dieser An-
ordnung ist der Chip senkrecht eingebaut, was bei manchen Experimenten
hilfreich sein kann.
3.3 Experimente mit artiziellen Lipidmembra-
nen
Im folgenden wird zun

achst auf die Eigenschaften und Herstellungsweisen
von k

unstlichen Lipidmembranen eingegangen. Es werden dann verschie-
dene Experimente mit sehr kleinen Lipidmembranen in mikrostrukturierten
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Abbildung 3.5: Die Patch Clamp Chips werden auf Halterungsk

opfe aus Po-
lycarbonat aufgeklebt, welche auf eine Halterung aufgeschraubt werden. Die
Halterung wird am Vorverst

arker montiert und eine Elektrode kontaktiert
die Elektrolytl

osung an der Unterseite des Chips. An der Halterung ist eine
Metallkan

ule angebracht

uber die

Uber- und Unterdruck appliziert werden
kann.
Aperturen in Glaschips vorgestellt, sowie die Vor- und Nachteile der Mikro-
chips diskutiert.
3.3.1 Biophysik von Lipidmembranen
Biologische Membranen sind komplex in Struktur und Funktion. Ihre quan-
titativ wichtigsten Bestandteile sind Phospholipide und Proteine. Nat

urliche
Phospholipide enthalten Glyzerin, das in den Positionen 1 und 2 mit
Fetts

auren verestert ist. Die Grundstruktur der meisten Membranlipide
ist daher Phosphatids

aure (PA). Bei nahezu allen Membranphospholipiden
ist deren Phosphatgruppe aber noch mit einem weiteren Alkohol verestert
(siehe Abb. 3.6 ). Beispiele daf

ur sind Phosphatidylcholin (PC), Phospha-
tidylethanolamin (PE), Phosphatidylglycerin (PG), und Phosphatidylserin
(PS). Bei pH-Werten um 7 sind die Phospholipide je nach Struktur des po-
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Abbildung 3.6: Strukturformeln von PA, PC, PE PG und PS.
laren Bereichs neutral und zwitterionisch, wie z.B. PC und PE, oder weisen
eine negative Ober

achenladung auf, wie z.B. PA, PG und PS [Eib 84].
In w

assrigen L

osungen bilden Phospholipide bei Erreichen einer bestimm-
ten Konzentration, der kritischen Mizellkonzentration (CMC), spontan
h

ohermolekulare Aggregate (Abb. 3.7 ). Deren Form ist sowohl von der
chemischen Struktur der Phospholipide als auch von physikalischen Pa-
rametern wie Ober

achenladung, Temperatur und Ionenmilieu abh

angig.

Uberwiegt die Grenz

achenbeanspruchung des polaren Bereiches der Phos-
pholipide gegen

uber dem apolaren, so werden Mizellen gebildet.

Uberwiegt
jedoch der apolare Bereich, so enstehen invertierte Mizellen, die in Anleh-
nung an ihre Struktur auch als 'hexagonal' bezeichnet werden. Ist das Grenz-


achenverh

altnis des apolaren und polaren Bereiches etwa 1, entstehen aus-
gedehnte, lamellare Schichten, die auch Kugeln mit w

assrigem Innenvolu-
men, sogenannte Vesikel oder Liposomen, bilden k

onnen. Charakteristische
Beispiele hierf

ur sind die PC's. F

ur die Funktionst

uchtigkeit von Trans-
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Abbildung 3.7: Aggregate von Phospholipiden in Wasser.
membranproteinen ist es essentiell, da sie in Lipidschichten integriert sind,
die beidseitig von w

assrigem Medium begrenzt sind, also Vesikel oder plana-
re Membranen. Die meisten Phospho- und Glykolipide bilden in w

assriger
L

osung spontan lamellare Schichten, also Membranen aus. Planare Lipid-
doppelschichten lassen sich entweder freistehend (black lipid membrane,
BLM) oder tr

agerxiert (supported planar membrane, SPM) pr

aparieren.
Erstere werden als schwarze Membranen bezeichnet, da sie aufgrund ihres
Durchmessers von ca. 3-5 nm Licht nicht reektieren und daher im Mikro-
skop schwarz erscheinen.
Es gibt eine Vielzahl von Untersuchungen zu Proteinen in SPM's [Hey 95,
McC 86, Spi 93, Fri 92, Sac 96], jedoch ist die Rekonstitution von intrinsi-
schen Membranproteinen in ihrer aktiven Form durch das Tr

agersubstrat
gest

ort. Die Ursache sind vor allem Wechselwirkungen mit dem Substrat
[Bey 96] und die fehlende Wasserschicht f

ur die extramembran

aren Teile
der Proteine [Lan 94]. Ein vielversprechender Ansatz ist in diesem Zusam-
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menhang die Verwendung von Abstandshaltern zwischen Lipiddoppelschicht
und Substrat [Wag 00]; die sogenannten 'cushioned supported bilayers' sind
auf beiden Seiten von L

osung umgeben und kommen daher der nativen Um-
gebung von Membranproteinen n

aher als herk

ommliche SPM's.
3.3.2 Pr

aparation von freitragenden Lipidmembranen
Bei der Herstellung von BLM's kann man zwei Haupttechniken unterschei-
den, die 'painting'-Methode oder Streichtechnik [M

ul 62] und die Langmuir-
Blodgett (LB)-Technik [Mon 72]. In beiden F

allen wird eine

Onung in
einem Substrat eingesetzt, um

uber diese

Onung eine Lipiddoppelschicht
zu spannen. Es k

onnen nun Kanalproteine oder sonstige Porenbildner in
die Membran eingebracht werden [Nel 80, Sch 80, Tan 83, Mil 87] und mit
entsprechender Elektronik Str

ome durch die Ionenkan

ale gemessen werden
(siehe Abb. 3.8).

Ublicherweise werden die notwendigen L

ocher mit me-
chanischen Methoden in d

unnen Teonfolien hergestellt. Die Durchmesser
der L

ocher sind meist etwa 200-500 m gross, bzw. bei Anwendung beson-
derer Technik bis hinab zu 80 m [Won 90] klein. Die resultierenden Bi-
layer weisen eine entsprechend hohe Kapazit

at auf. Um dieses Problem zu
l

osen, wurden Bilayer auf Glaspipettenspitzen mit etwa 5-10 m Durchmes-
ser aufgespannt [Coro 83], was die Kapazit

at der Membranen schon deutlich
reduziert hat. In dieser Arbeit wurden nun mikrostrukturierte Glaschips
f

ur die Herstellung von Lipidmembranen verwendet, wobei der Durchmes-
ser der eingesetzten Aperturen auf unter 2 m reduziert werden konnte
[Fer 01a, Fer 01b]. Zur Erzeugung der Lipidmembranen wurde ausschlie-
lich die 'painting'-Methode eingesetzt.
Zun

achst wird eine Lipidmischung aus Diphytanolphosphoditylcholin (Di-
PhPC) und n-Dekan (1mg/ml) angesetzt, die

uber mehrere Wochen bei -20
C gelagert werden kann. Mit Hilfe eines mit Teon beschichteten Silber-
drahts werden etwa 0,5-1,5 l dieser Lipidmischung auf die Apertur aufge-
bracht. Der Chip ist zu diesem Zeitpunkt bereits beidseitig von Elektro-
lytl

osung umgeben. Die Lipiddoppelschicht formt sich nicht spontan an der
Apertur im Chip, da die thermodynamische g

unstigere Form der massive
Tropfen ist. Daher wird der Lipidtropfen mit dem Teon-'Pinsel' verteilt,
bis die Lipidschicht in einen energetisch g

unstigen metastabilen Gleichge-
wichtszustand

ubergeht. Der entscheidende Faktor f

ur die BLM ist die
Grenz

ache zwischen dem Lipidreservoir, das die BLM ringf

ormig umgibt,
und der w

assrigen Puerl

osung. Der durch das Spreizen der Lipidl

osung

uber der Apertur gebildete Lipidlm ist zu Beginn noch mehrer Mikrometer
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Abbildung 3.8: Aufbau einer konventionellen Messkammer f

ur k

unstliche
Lipidmembranen [Han 97].
dick. Durch verschiedene Kr

afte geht er aber spontan in die Lipiddoppel-
schicht

uber. Im Anfangsstadium ist die entscheidende treibende Kraft der
Plateau-Gibbs-Grenz

achensog, der von der Kr

ummung der Lipidmembran
herr

uhrt. Infolgedessen kommt es zun

achst zu einem Fluss von Lipid aus
dem achen Film in die Randregion des ringf

ormigen Lipidreservoirs und
damit zur Verj

ungung des Lipidlms. Hat der Lipidlm eine Dicke von
einigen 10 nm ereicht, wird eine zweite Kraft entscheidend. Die London-
van-der-Waals-Anziehung zwischen den w

assrigen Phasen, die durch den
d

unnen Lipidlm getrennt sind, bewirkt die Verringerung der Filmdicke bis
zur Doppelschicht (Abb. 3.9 ). Die Lipiddoppelschicht w

are jedoch nicht
stabil, wenn der London-van-der-Waals-Anziehung nicht eine oder mehrere
Kr

afte entgegen wirkten. Die erste Gegenkraft ist die sterische Abstos-
sungskraft, die sich dadurch erh

oht, da L

osungsmittel bei der Abnahme
der Membrandicke aus dem Lipidlm ins Lipidreservoir gedr

uckt wird. Die
zweite Gegenkraft ensteht durch die zunehmende Viskosit

at des noch im
Lipidlm bendlichen L

osungsmittels mit abnehmender Dicke der Lipid-
schicht. So erreicht die BLM letzlich ein lokales Gleichgewicht, bei dem das
chemische Potential des L

osungsmittels und des Lipids in der BLM und im
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Abbildung 3.9: Phasen bei der Ausbildung einer BLM mit der Streichtechnik
[Whi 72].
ringf

ormigen Lipidreservoir gleich sind.
Zus

atzlich zur van-der-Waals-Anziehung f

uhrt das Anlegen eines elektri-
schen Feldes

uber die Lipidschicht zu einer Verringerung der Filmdicke und
zu einer Vergr

osserung der Fl

ache der Doppellipidschicht. Die daf

ur ver-
antwortliche Kraft ist die Elektrostriktion. Diese f

uhrt zu einem erh

ohten
Druck in der Membran im Vergleich zum Lipidreservoir. Da kurzkettige
Alkane (das L

osungsmittel) und die Doppellipidschicht eine nicht-ideale Mi-
schung bilden, f

uhrt das wiederum zu einer Abnahme der Konzentration
der Alkane in der BLM. Je st

arker das Mischungsverhalten der Alkane mit
der Doppelschicht vom idealen Mischungsverhalten abweicht, umso st

arker
ist auch der Eekt eines

ausseren elektrischen Feldes. Daher wird auch die
Dicke von Lipidschichten, die mit n-Hexadekan gebildet werden, deutlich
weniger durch ein elektrisches Feld beeinut, als dies bei Lipidschichten,
die mit n-Dekan gebildet wurden der Fall ist. Die Anwendung der Elektro-
striktion ist besonders bei den in dieser Arbeit verwendeten, extrem kleinen
Membranen hilfreich, da diese generell weniger zum Ausd

unnen neigen als
Membranen mit sehr groem Durchmesser.
Allgemein wichtig sind beim Arbeiten mit k

unstlichen Lipidmembranen
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die Phasen

ubergangstemperaturen des verwendeten Lipids. F

ur BLM-
Experimente sollte das Lipid bei Raumtemperatur, bzw. der w

ahrend des
Experimentes herrschenden Temperatur in der uiden Phase sein, da sonst
die Ausbildung einer (uiden) Bilayer wie in einer Zellmembran schlecht
m

oglich ist. Entsprechende Phasen

uberg

ange des Lipids der Bilayer haben
auch eine Auswirkung auf den Ionentransport von Poren in der Membran
[Boh 80].
3.3.3 Gramicidin
Gramicidine sind eine Gruppe von Peptid-Antibiotika aus der Kultur-


ussigkeit von Bacillus brevis. Nach ihrer Struktur werden vier Arten von
Gramicidinen unterschieden, die Gramicidine A, B und C sowie das Grami-
cidin S. Bei den drei erstgenannten handelt es sich um oenkettige Pen-
tadecapeptide mit einer Ethanolamin-Gruppe am C-terminalen und einer
N-Formyl-Gruppe am N-terminalen Ende. Die Gramicidine A, B und C
unterscheiden sich lediglich durch verschiedene Aminos

auren in den Positio-
nen 1 und 11 (Abb. 3.10). Ihre Gewinnung erfolgt

uber chromatographische
Fraktionierung von Gramicidin D. Als Gramicidin D wird das nat

urliche Ge-
misch aus den Gramicidinen A, B und C bezeichnet. Gramicidin A ist mit
etwa 80% der Hauptbestandteil des Gramicidin D [Woo 92]. Das Gramicidin
S ist im Unterschied zu den Gramicidinen A, B und C ein Cyclopeptid, das
aus zwei identischen Pentapeptiden aufgebaut ist. In dieser Arbeit wurde
ausschlielich mit Gramicidin A gearbeitet. Gramicidin A ist die klassische
Abbildung 3.10: Struktur von Gramicidin A, B und C.
Modellpore in der Biophysik von Lipidmembranen [Hil 92]. Aufgrund der
Einfachheit ihrer Struktur und ihrer klar denierten Funktionsweise sind
Gramicidin A Kan

ale ein gut zug

angliches System f

ur das Verst

andnis der
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molekularen Basis des Ionentransports durch biologische Membranen. Die
Literatur zum Ionentransport durch Gramicidin in Lipidmembranen ist ex-
tensiv; eingehende Untersuchungen begannen bereits in den siebziger Jahren
[Hla 72, Neh 78a, Urb 80, And 83, Ell 83, Sig 87, Woo 92]. Auch heute ist
die Forschung am Gramicidin ein sehr aktives Feld [Gou 98], wobei es oft
als indirektes Hilfsmittel f

ur weiterf

uhrende Experimente verwendet wird
[Lun 99], in der Biosensorik seine Anwendung ndet [Nik 98, And 99] oder
mit neuen, physikalischen Techniken untersucht wird, auch um diese zu eva-
luieren [Bus 93, Abd 96]. Zudem wird Gramicidin in diversen Untersuchun-
gen auch chemisch modiziert, um z.B. Struktur-Funktionsbeziehungen zu
analysieren [Koe 96].
Eigenschaften des Gramicidin A
Gramicidin A ist ein Tonnen-f

ormiges Molek

ul mit einer L

ange von etwa 1,5
nm und einem inneren Porendurchmesser von rund 0,4 nm [Bus 93, Bam 77].
Die Summenformel von Gramicidin A ist C
99
H
139
N
19
O
18
, die sich daraus
ergebende molare Masse betr

agt 1883,30 g/mol.
Um Gramicidin in eine Lipidmembran zu integrieren, wird entweder direkt
eine Lipidmischung mit Gramicidin angesetzt, oder Gramicidin wird aus me-
thanolischer Stamml

osung in die Elektrolytl

osung zugegeben und setzt sich
dann aufgrund seiner lipophilen Struktur in die Membran ein. Die L

ange
eines Gramicidinmolek

uls entspricht etwa der Dicke einer Lipidmonolage,
so dass es sich in die Lipidmonoschichten einer Membran einf

ugt. Dadurch
wird zun

achst kein Leitwert erzeugt; erst wenn zwei Gramicidinmonomere
in der Membran zusammentreen, k

onnen sie ein Dimer mit Leitwert er-
zeugen. Das Dimer durchspannt dabei die ganze Membran und bildet auf
diese Weise eine wassergef

ullte Pore, die den Ionenuss erm

oglicht. Die
Situation ist in Abb. 3.11 skizziert. Das Gramicidin A Dimer ist katio-
nenselektiv, die Permeabilit

at der Ionen entspricht dabei der Reihenfolge
H
+
>> NH
+
4
> Cs
+
> Rb
+
> K
+
> Na
+
> Li
+
[Hil 92]. Nahezu un-
durchl

assig sind Gramicidin A Kan

ale f

ur Anionen und zweiwertige Kationen
[Mye 72, Urb 78]. Ca
2+
und Ba
2+
sowie in geringerem Mae auch Mg
2+
und Zn
2+
sind in der Lage, den Ionenkanal zu blockieren [Bam 77]. Die
Blockierung erfolgt dabei durch die Verstopfung des Gramicidin A Kanals
infolge einer Bindung dieser Ionen in der N

ahe des Kanaleingangs [Urr 82].
Bis zu Potentialen von etwa 150 mV verh

alt sich der Leitwert der Gramici-
din A Kan

ale ohmsch, nimmt also linear mit steigender Spannung zu. Bei
h

oheren Potentialdierenzen ergibt sich ein Maximalstrom. Der gr

ote elek-
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Abbildung 3.11: Gramicidinmonomere diundieren in einer Lipidmembran.
Zwei Monomere k

onnen einen metastabilen Komplex bilden, der einen Leit-
wert aufweist und je nach Umgebungsbedingungen nach einigen hundert ms
bis Sekunden wieder dissoziiert.
trische Leitwert eines einzelnen Gramicidin A Kanals, von der bislang in der
Literatur berichtet wurde, betr

agt 107 pS f

ur einwertige Kationen [Neh 78a]
und ca. 1800 pS f

ur Protonen [Eis 80].
Die Bildung von Gramicidindimeren ist nicht spannungsabh

angig, die frei
diundierenden Monomere treen sich stochastisch und bilden eine meta-
stabile Struktur. Je nach Temperatur, Dicke der Lipidmembran, also L

ange
der Kohlenstoketten der Phospholipide und z.B. angelegter Spannung ist
ein Gramicidindimer f

ur einige hundert Millisekunden bis zu mehrere Sekun-
den stabil [Pro 95]. Die Erh

ohung der Kohlensto-Kettenl

ange der Lipide
von C
16
auf C
24
, was einer Vergr

osserung der Membrandicke von 2,8 auf
6,9 nm entspricht, bewirkt eine Verringerung der mittleren

Onungsdauer
der Gramicidin A Kan

ale um mehr als zwei Gr

ossenordnungen [Bam 77].
Der Leitwert der Gramicidin A Kan

ale ist

uber einen weiten Bereich nahe-
zu unabh

angig von der Dicke d der sie umgebenden Lipidmembran [Hla 72].
Selbst

Anderungen der Membrandicke von d = 2,2 nm bis d = 4,8 nm haben
so gut wie keine Auswirkungen [Bam 77].
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Die verschiedenen Gramicidinderivate weisen aufgrund ihrer unterschiedli-
chen Struktur unter anderem ungleiche Leitwerte auf. Dimere eines be-
stimmten Gramicidinderivats haben immer die gleiche Leitf

ahgikeit, jedoch
kommt Gramicidin nur in Mischungen verschiedener Derivate vor. Diese
werden daher in Hochdruck-S

aulenchromatographie (HPLC) aufgereinigt;
jedoch ist das vollst

andige Isolieren eines bestimmten Derivats sehr aufwen-
dig, so dass oft Restspuren in den aufgereinigten Substanzen verbleiben.
Elektrophysiologisch

aussert sich dies durch das Auftreten verschiedener
Leitwertsstufen bei gleichbleibenden Bedingungen, die aus Verschmutzun-
gen mit anderen Gramicidinderivaten resultieren.
Struktur des Gramicidin A Dimers
Die Assoziation der Gramicidin A Monomere zu -helicalen Dimeren erfolgt

uber sechs intermolekulare Wasserstobr

uckenbindungen der N-Formyl-
Termini [Dur 90]. Gleichzeitig besteht eine Stabilisierung der Grami-
cidin A Kan

ale durch Wasserstobr

uckenbindungen zwischen den Was-
sermolek

ulen in der Kanal/L

osungsmittel-Grenz

ache und den Peptid-
CO- sowie den NH-Gruppen am C-Terminus. Eine weitere Stabili-
sierung erfahren die transmembran

aren Kan

ale durch die Wassersto-
br

uckenbindungen zwischen Wassermolek

ulen und den polaren Phospholi-
pidgruppen an der Membran/L

osungsmittel-Grenz

ache einerseits und den
Indol-NH-Gruppierungen des Gramicidins andererseits [Pro 95]. Die Struk-
tur der Gramicidin A Monomere wird in sich durch zehn intramolekulare
Wasserstobr

uckenbindungen stabilisiert [Pro 95, Koe 97].
Neuere Untersuchungen unter Verwendung der Fluoreszenzspektroskopie
[Muk 94], der NMR-Spektroskopie [Hu 95, Hin 88], der IR-Spektroskopie
[Van 94] und der Patch Clamp Technik [Ben 93] brachten den Beweis, dass
durch die Tryptophan-Reste in den Positionen 9, 11, 13 und 15 des Grami-
cidin A die Kationenselektivit

at des Kanals bestimmt wird. Der Dipol des
Tryptophans liegt dabei in der Ebene mit den Kopfgruppen des Phospholi-
pids und reduziert so das Ober

achenpotential der Membran. Infolgedessen
wird der Eintritt von Ionen in die Doppelschicht erst m

oglich.
Messungen an Gramicidin mit mikrostrukturierten Glaschips
In dieser Arbeit wurden Leitwertsmessungen an Gramicidin A vorgenom-
men. In Abb. 3.12 sind Strommessungen von Gramicidin A in einer DPhPC-
Membran aufgespannt auf Glaschip in einer Apertur von 2 m Durchmesser
66
abgebildet.
Aufgrund der geringen Kapazit

at der sehr kleinen Lipidmembranen in
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Abbildung 3.12: Ionischer Stromuss durch Gramicidin A Poren in DPhPC.
Die Messungen wurden in 3 M CsCl bei 200 mV Potential durchgef

uhrt (Fil-
terfrequenz: oben 3 kHz, unten 1 kHz). Die geringe Kapazit

at der Membran
erm

oglicht eine sehr rauscharme Messung, so dass hier bis zu 3 kHz Band-
breite verwendet werden kann.
den Aperturen ist das Hintergrundrauschen in den Messungen sehr gering.
Der rms-Rauschpegel in einer Bandbreite von dc bis 1 kHz liegt bei die-
sen Mikrolipidschichten bei 300 fA. In Abb. 3.13 sind Strommessungen an
Gramicidin in KCl-L

osung gezeigt. Es wurde ein Histogramm des Leitwerts
der Membran gemacht, bei dem deutlich zwei unterschiedliche Leitwertsni-
veaus erkannt werden. Das in dieser Arbeit verwendete Gramicidin A ist
lediglich einfach mittels HPLC aufgereinigt; es liegen daher verschiedene
Gramicidinderivate mit unterschiedlichen Leitwerten vor.
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Abbildung 3.13: Oben: Strommessungen an Gramicidin A in 1M KCl-
L

osung. Das anliegende Potential war 100 mV und die Messung wurde
bei 100 Hz geltert. Unten: Histogramm der Str

ome der obigen Messung.
In der Bilayer liegen zwei verschiedene Gramicidinderivate mit leicht unter-
schiedlichen Leitwerten von etwa 3.6 pA und 4.1 pA vor.
3.3.4 Alamethicin
Alamethicin ist wie Gramicidin ein Peptid und hat ein Molekulargewicht
von 1964.35 g/mol. Alamethicin ist ein stabf

ormiges Molek

ul mit helika-
ler Struktur. In Abb. 3.14 ist eine modellhafte Strukturformel abgebildet.
Neben Gramicidin ist Alamethicin ein auerordentlich gut untersuchter Po-
renbildner [Woo 92], verschiedene Alamethicinderivate [Mak 95, Bor 00] in
den verschiedensten Umgebungen sind mit einer Vielzahl von Methoden
untersucht worden [Bak 01]. Alamethicin ist auch Gegenstand von Untersu-
chungen in dieser Arbeit, um Vergleiche zu den zahlreichen Arbeiten in der
Literatur zu diesem Molek

ul anstellen zu k

onnen und so die Eigenschaften
des Chips weiter zu charakterisieren.
Die Alamethicinmolek

ule haben eine L

ange von etwas mehr als 3 nm und
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Abbildung 3.14: Strukturmodell von Alamethicin.
sind aufgrund der ausgeglichenen Polarisierungs- und Ladungsverteilung li-
pophil.

Ublicherweise wird Alamethicin in einer alkoholischen Stamml

osung
aufbewahrt, in dieser Arbeit wurde Methanoll

osung verwendet. F

ur die Ex-
perimente wird ein geringes Volumen der Stamml

osung, je nach Aufbau we-
nige l, in die Elektrolytl

osung gegeben, welche die Lipidmembran umgibt.
Die Zugabe erfolgt nur auf der Seite der Membran, die sp

ater auf nega-
tives Potential geklemmt wird. Aufgrund der Lipophilie des Alamethicins
integriert sich dieses in die Lipidmembran, wo es sich zun

achst in paralleler
Ausrichtung in eine Monolage einbaut. Durch Anlegen einer Spannung

uber
die Membran richtet sich das Alamethicinmolek

ul aufgrund seines Dipolmo-
ments aus, so dass es nun die Bilayer durchspannt (Abb. 3.15).
In diesem Zustand ist das Alamethicin jedoch noch nicht leitf

ahig, da es
keine Pore in der Membran bildet. Erst wenn sich mehrere, die Membran
durchspannende Alamethicinmolek

ule zusammennden, kann sich ein me-
tastabiler Komplex bilden, welcher tats

achlich eine Pore in der Membran
formen kann. Die Entstehung von Alamethicinporen setzt also einerseits die
Ausrichtung der einzelnen Dipole im Feld, und andererseits die Aggregation
von mindestens 3 Elementen voraus. Kommt ein viertes Alamethicin zu dem
Komplex hinzu, steigt der Leitwert weiter an. Es k

onnen sich nun mehrere,
bis zu acht, neun oder mehr Alamethicinmolek

ule verbinden, was man an-
hand der Stufen im Leitwert ablesen kann. Die Zunahme des Leitwerts steigt
bei Hinzukommen eines weiteren Alamethicins zu einem Komplex allerdings
nicht um einen konstanten Betrag an, sondern deutlich

uberproportional.
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Abbildung 3.15: Schematische Darstellung von Alamethicinmolek

ulen in ei-
ner Lipidmembran [Bez 97]. Die Alamethicinmolek

ule richten sich entspre-
chend eines extern angelegten elektrischen Feldes E transmembran aus.
Geometrisch ist dies sehr intuitiv zu verstehen, da die eektive Vergr

oerung
der Pore bei Hinzukommen z.B. des vierten oder f

unften Alamethicins zu
einem Komplex h

oher ist als beim dritten, siehe Abb. 3.16
Die Alamethicinkomplexe sind nur metastabil und haben eine vergleichs-
weise schnelle Dynamik. Das Hinzuf

ugen oder Abwandern einzelner Ala-
methicinmolek

ule zu einem Komplex verl

auft extrem schnell, sicherlich im
sub-Mikrosekundenbereich, da die Leitwerts

anderungen bei allen Experi-
menten bis zu 50 kHz nur durch die Filterfrequenz in der Dynamik begrenzt
waren. Die einzelnen Leitwertsstufen sind f

ur wenige Millisekunden stabil,
die Dynamik der Konformationszust

ande verl

auft also hier auf einer deutlich
schnelleren Zeitskala als beim Gramicidin. In Abb. 3.17 sind Strommessun-
gen durch Alamethicinporen abgebildet.
Alamethicinporen sind nicht selektiv, s

amtliche Ionen k

onnen die vergleich-
weise grossen Poren passieren. Aufgrund ihrer Gr

osse haben die Poren auch
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Abbildung 3.16: Molekularstruktur von Alamethicin und vereinfachte
Darstellung der porenbildenden Alamethicinkomplexe mit steigender Mo-
lek

ulanzahl und entsprechend h

oherem Leitwert [Han 97].
sehr hohe Leitwerte von bis zu einigen hundert pS. Die relativ groen Str

ome
geben ein ausgesprochen gutes Signal-zu-Rausch-Verh

altnis, was das Arbei-
ten mit Alamethicin bei sehr hohen Bandbreiten zul

asst. Aufgrund der ho-
hen Leitwerte, vor allem aber auch der geringen Kapazit

at der Mikromem-
branen konnten Experimente an Alamethicin mit den Mikrochips bei bis zu
50 kHz durchgef

uhrt werden. Dabei sind die einzelnen Leitwertsstufen der
Alamethicinkomplexe noch gut aufgel

ost. In Abb. 3.18 ist ein Histogramm
der Leitwerte einer Alamethicin enthaltenden Membran gezeigt, worin die
verschiedenen Leitwertniveaus deutlich zu erkennen sind.
In weiterf

uhrenden Experimenten wird nun das gute Signal-zu-Rausch-
Verh

altnis der kleinen Membranen in den Mikrochips genutzt, um anhand
der Informations

ubertragung durch Alamethicinkan

ale [Bez 97, Sob 02] das
Ph

anomen der stochastischen Resonanz [Wie 95, Bez 00] zu untersuchen.
3.4 Experimente an Zellen
Der zweite experimentelle Schwerpunkt dieser Arbeit liegt in der elektro-
physiologischen Untersuchung von Zellen. Zellen sind durch ihre Membranen
nach auen abgegrenzt und halten durch verschiedene Mechanismen wie z.B.
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Abbildung 3.17: Str

ome mit den f

ur Alamethicinporen charakteristischen
Leitwertsstufen gemessen in 1 M NaCl bei 100 mV.
Ionenpumpen einen ionischen Konzentrationsgradienten zwischen Zellinne-
rem und -

auerem aufrecht. In fast allen Zellen ist die Kaliumkonzentration
in der Zelle gegen

uber auerhalb erh

oht und die Calcium- sowie die Na-
triumkonzentration verringert. Daraus resultiert f

ur verschiedene Zelltypen
ein Ruhepotential von -40 bis -110 mV. In den Zellmembranen existieren
bis zu mehrere tausend Ionenkan

ale, die auch verschiedenen Kanaltypen an-
geh

oren k

onnen. Die verschiedenen Kanaltypen reagieren sehr spezsch auf

auere Ein

usse wie Membranpotential, Pr

asenz von Liganden oder auch
mechanische Reize. Die f

ur einen Zelltyp charakteristische Ionenkanalkom-
position erm

oglicht sehr komplexe,

ausserst spezische Reaktionen der Zelle
auf ihre Umwelt.
Es ist biophysikalisch sowie pharmakologisch von groem Interesse, die
Wechselwirkung von Ionenkan

alen mit ihrer Umwelt, sowie das komplexe
Zusammenspiel verschiedener Kanaltypen einer Zelle z.B. bei der Erregung
eines Aktionspotentials zu untersuchen, verstehen und gegebenfalls mani-
pulieren zu k

onnen. Um kontrollierte Bedingungen f

ur entsprechende Un-
tersuchungen zu etablieren, ist die oben beschriebene Methode der Span-
nungsklemme, bei der das Membranpotential auf einen Sollwert geklemmt
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Abbildung 3.18: Leitwertshistogramm von Str

omen durch Alamethicinporen
gemessen in 1 M NaCl bei 100 mV. Deutlich zu erkennen sind die Peaks der
verschiedenen Leitwertsstufen.
wird, und die daraus resultierende Patch Clamp Technik auerordentlich
hilfreich. Bei Ganzzellableitungen, bei denen also die Zellmembran an der
Apertur aufgebrochen wird, ist es insbesondere auch m

oglich, das Intrazel-
lul

armedium zu kontrollieren, da die L

osung in der Pipette, bzw. dem Chip
durch Diusion ins Zellinnere gelangt und umgekehrt [Pus 88].
Zellpr

aparation
Um den f

ur die Patch Clamp Methode notwendigen elektrisch dich-
ten Kontakt zwischen Zellmembran und Messelektrode herzustellen, wird

ublicherweise eine Glaspipette auf adh

arente, d.h. auf einem Substrat auf-
gewachsene Zellen aufgesetzt. Zu diesem Zweck werden Zellen meist in
Petrisch

alchen oder auf Deckgl

asern kultiviert, bis sie mehr oder weniger


achendeckend das Substrat bewachsen haben.
Beim Arbeiten mit mikrostrukturierten Patch Clamp Chips ist die Vorge-
hensweise anders; hier werden Zellen aus einer Suspension auf den Chip
gebracht und daraufhin in die Apertur im Chip eingesaugt. Zur Herstellung
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einer Zellsuspension werden Zellen ebenfalls wie oben beschrieben in Zellkul-
turgef

assen angez

uchtet, um dann direkt vor dem Experiment vom Substrat
abgel

ost und vereinzelt zu werden. Je nach Zelltyp kann das Abl

osen der
aufgewachsenen Zellen rein mechanisch durch leichtes Abschaben oder Ab-
saugen mit einer Mikropipette stattnden oder aber durch enzymatische
Prozesse induziert werden. F

ur letzteres wird oft das Verdauungsenzym
Trypsin verwendet. Beim Trypsinieren von adh

arenten Zellen werden die
Extrazellul

ar-Matrix und

ahnliche, die Zelladh

asion unterst

utzende Struk-
turen verdaut, wobei auch zusammengewachsene Zellkomplexe vereinzelt
werden. Ein weiteres Isolieren der Zellen kann mechanisch durch kr

aftiges
Einsaugen und Ausblasen der Zelll

osung durch eine vergleichsweise enge Pi-
pettenspitze erreicht werden. F

ur das Arbeiten mit den Patch Clamp Chips
ist es wichtig, dass die Zellen in der Suspension gut isoliert sind, da zusam-
menh

angende Zellkomplexe schlecht durch die Apertur angesaugt werden
und so die Ausbildung eines Seals sehr schwierig ist.
Desweiteren ist es von auerordentlicher Bedeutung, eine extrem reine Zell-
suspension zu verwenden, da s

amtliche Verunreinigungen in der Suspension
ebenfalls in die Apertur gesaugt werden k

onnen und dort einen Seal mit
einer Zelle verhindern. Insbesondere Membranreste, die relativ leicht sind
und daher schnell angesaugt werden, stellen eine Gefahr dar, denn jede Ver-
unreinigung der Apertur bringt die Sealwahrscheinlichkeit nahe Null. Die
Zellsuspension wird daher zur Aufreinigung zentrifugiert, so dass die Zellen
von kleineren Partikeln und Verunreinigungen getrennt werden. Die abzen-
trifugierten Zellen werden in zuvor steril gelterter L

osung resuspendiert.
Dieser Prozess kann mehrfach wiederholt werden, um h

ochste Reinheit der
Zellsuspension zu gew

ahrleisten. Beim nalen Resuspendieren der Zellen
muss darauf geachtet werden, eine auf das Experiment angepasste Zellkon-
zentration in der Suspension zu erreichen. F

ur ein Experiment mit einem
Patch Clamp Chip werden mehrere hundert bis einige tausend Zellen auf den
Chip gegeben und die der Apertur am n

achsten, bzw. zu ihr am g

unstigsten
gelegene angesaugt. Eine Zelldichte, bei der etwa 10% der Chipober

ache
mit Zellen bedeckt wird, scheint nach bisherigen, allerdings nicht systemati-
schen Versuchen gut geeignet, um schnell und direkt eine Zelle ansaugen zu
k

onnen. In Tabelle 3.4 sind die Prozessparameter f

ur die Herstellung einer
entsprechenden Zellsuspension angegeben.
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Zellsuspension
Zellen vereinzeln Trypsinieren oder mechanisch l

osen
Triturieren Zelll

osung mehrfach durch angeschmolzene
Pasteurpipette saugen und ausblasen
Zentrifugieren Zelll

osung bis zu drei mal f

ur etwa
3 Minuten bei 1000 U/min zentrifugieren
Zellkonzentration abzentrifugiertes Zellpellet in Messl

osung
resuspendieren, Zellmenge einer konuenten
Petrisch

alchens auf 500-1000 l L

osung
3.4.1 Ganzzellableitungen
In den hier vorgestellten Experimenten wurden verschiedene Zelltypen ver-
wendet, insbesondere auch, um die Ein

usse verschiedener Zelltypen und
deren Eigenschaften auf die Eignung f

ur die Arbeit mit Patch Clamp Chips
hin zu untersuchen. Von der Pipetten-basierten Patch Clamp Technik ist
bekannt, dass Experimente an manchen Zelltypen besonders gut, an an-
deren nur mit geringer Erfolgsrate funktionieren.

Ahnliches ist auch bei
mikrostrukturierten Chips zu erwarten; jedoch sind die relevanten Parame-
ter zum Teil andere als f

ur die Arbeit mit Pipetten.
Um die kollektive Reaktion aller Ionenkan

ale einer Zelle auf einen

aueren
Einuss hin zu untersuchen, wird die sogenannte Ganzzellableitung, bzw.
whole cell Ableitung verwendet. Hierzu wird nach dem Erstellen eines Seals
der Zellmembran mit der Pipette, bzw. dem Chip die Membran perforiert,
um so das gesamte Zellinnere auf ein vorgegebenes Potential zu klemmen.
Auf diese Weise kann der gesamte Strom, gleichg

ultig wo

uber die Membran
er iet, gemessen werden. Die Perforation der Zellmembran erfolgt durch
eine Applikation eines kurzen Unterdruckpulses, dem die Membranstruk-
tur mechanisch nicht standhalten kann. Eine Perforation kann auch durch
Elektroperforation erreicht werden, wobei ein Spannungspuls gr

oer als etwa
250 mV die Membran elektroporiert. Mageblich ist bei beiden Methoden
darauf zu achten, dass der Sealwiderstand durch das Aufbrechen der Mem-
bran nicht zu stark verringert wird. Die Erfahrungen mit den Patch Clamp
Chips zeigen, dass die Applikation eines Saugpulses den Sealwiderstand we-
niger st

ort als ein Spannungspuls, und folglich die schonendere Methode
darstellt.
Das Aufbrechen der Membran l

asst sich elektrisch sehr einfach verfolgen, da
beim Anlegen von Spannungspulsen zum Messen des Sealwiderstands nach
der Perforation der Zelle eine deutliche Kapazit

at im Stromverlauf zu erken-
75
nen ist. Dies ist die Kapazit

at der gesamten Zellmembran, die im whole cell
Modus die Apertur

uberspannt und bei jedem Spannungspuls entsprechend
aufgeladen wird. Die Kapazit

at der Zellmembran ist je nach Gr

oe der Zel-
le zwischen wenigen bis zu einigen zehn pF. Das Abklingen des kapazitiven
Stroms verl

auft bei einer ideal runden Zelle ohne Forts

atze monoexponenti-
ell.
Ein weiterer Vorteil der Ganzzellableitung liegt in der Option, die L

osung
A
B
C
Abbildung 3.19: Seitlicher Schnitt durch die Chipebene. Zellsuspension
wird auf der Chipoberseite in die Extrazellul

arl

osung gegeben (A). Auf der
Chipunterseite bendet sich Intrazellul

arl

osung. Durch das Anlegen von Un-
terdruck an der Unterseite des Chips wird eine Zelle auf die Apertur gesaugt
(B), wo sich ein Seal ausbilden kann. Durch einen weiteren, kurzen Unter-
druckpuls kann die Zellmembran aufgebrochen werden, um in den whole cell
Modus zu gelangen (C).
im Zellinneren zu kontrollieren. Die intrazellul

are Fl

ussigkeit wird durch die
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Perforation dialysiert, so dass sich nach relativ kurzer Zeit ein Gleichgewicht
zwischen der Konzentration diundierender Substanzen im Inneren der Zel-
le und in der Pipette, bzw. Chipunterseite einstellt. Je nach verwendeter
Intrazellul

arl

osung k

onnen so die Parameter der Ionen- und Substanzkon-
zentrationen im Zellinneren dem Experiment angepasst werden. Dies ist
sehr hilfreich, um z.B. bestimmte Ionenspezies zu depletieren und dadurch
Str

ome dieser Ionenart zu eliminieren. Auf diese Weise k

onnen verschiede-
ne Ionenstr

ome f

ur entsprechende Experimente voneinander isoliert werden.
Auch k

onnen so bestimmte Liganden in gew

unschter Konzentration ins Zel-
linnere gebracht werden, um ihre pharmakologische Wirkung zu untersu-
chen.
Da bei der Ganzzellableitung alle Ionenstr

ome, die die Zellmembran passie-
ren, gemessen werden, kann mit dieser Methode die Reaktion der gesam-
ten Zelle auf z.B. applizierte Substanzen evaluiert werden. Um Ionenkanal-
aktivit

at modulierende Substanzen (sogenannte ion channel active drugs,
ICADs) zu untersuchen, ist die kollektive Reaktion aller Ionenkan

ale der
Zelle von hoher Bedeutung. Die Ganzellableitung stellt daher also insbe-
sondere bei der Wirkstosuche (Drug Screening) hinsichtlich ICADs, also
dem Testen von potentiellen Medikamenten, eine auerordentlich wichtige
Methode dar.
3.4.2 N1E-115 Neuroblastomzellen
N1E-115 ist eine Zelllinie von Neuroblastomklonen, die 1972 etabliert wur-
de [Ama 72]. Zelllinien sind Tumorzellen, die sich unkontrolliert vermehren,
da eine genetische Ver

anderung bei diesen Zellen den Zellzyklus in der Art
st

ort, dass diese sich beliebig oft teilen k

onnen. Die Zellklone sind dabei
vollst

andig identisch, was diese Zelllinien sehr attraktiv f

ur wissenschaftli-
che Untersuchungen macht, da zu jedem Zeitpunkt und an jedem Ort die
gleichen zellbiologischen Bedingungen vorliegen. Die Zelllinien vermehren
sich st

andig und m

ussen in regelm

assigen Abst

anden geteilt und neu aus-
ges

at werden. Sie werden, wie alle S

augetierzellen, in Brutschr

anken, bei
37 Grad Celsius, 5% Kohlendioxidgehalt etc. gez

uchtet. Man kann ent-
sprechende Zellen auch bei minus 80 Grad Celsius einfrieren, wo sie sich

uber Jahre halten und anschliessend wieder verwendet werden k

onnen. Das
macht das Arbeiten mit Zelllinien sehr angenehm; zudem werden dabei auch
keine Versuchstiere ben

otigt.
N1E-115 Zellen wurden f

ur diese Arbeit ausgesucht, da sie

uber eine Viel-
zahl verschiedener Ionenkanaltypen verf

ugen. Sie expremieren nativ Na
+
,
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K+
und Ca
2+
Kan

ale [Moo 78, Moo 79], so dass eine Vielzahl interessanter
Experimente an diesen Zellen durchgef

uhrt werden kann. Die Zellen werden
in Petrisch

alchen gez

uchtet und k

onnen durch leichtes Absaugen in Zellsus-
pension gebracht werden. Die Kultivierungsparameter f

ur N1E-115 Zellen
sind in Tabelle 3.4.2 dargestellt.
N1E-115 Zellen
Medium Dulbeccos modied Eagle medium (DMEM, Gibco)
mit 10% f

otalem K

alberserum (Gibco),
bei 37 C und 5% CO
2
-Gehalt in Luft
Suspendieren Zellen mechanisch von der Petrischale l

osen
Intrazellul

arlsg. (mM) CsCl (110), CaCl
2
(1), HEPES (10),
BAPTA (3.45), MgCl (5), pH=7.28
Extrazellul

arlsg. (mM) NaCl (125), KCl (1), MgCl
2
(1),
CaCl
2
(12), HEPES 20, glucose (10), pH = 7.35
Die Zellen haben einen Durchmesser von 30-50 m, sind also vergleichs-
weise gro, was auch ein Gesichtspunkt bei der Auswahl dieses Zelltyps war.
Die Zellen zeichnen sich desweiteren durch starke Tendenz zur Adh

arenz
aus, d.h. die Zellober

ache ist recht 'klebrig'. Werden N1E-115 Zellen als
Suspension auf einen Chip gegeben und sinken auf die Chipober

ache, so
adh

arieren sie dort mehr oder weniger sofort. Zun

achst wurde davon ausge-
gangen, dass diese Eigenschaft sehr positiv ist, da sie eine sealbildende oder
zumindest den Seal unterst

utzende Funktion hat. Ein damit verbundener
Nachteil ist jedoch, dass einmal auf der Ober

ache zum Liegen gekomme-
ne Zellen nicht mehr vom Unterdruck an der Apertur angesaugt werden
k

onnen, da die damit verbundene Kraft nicht ausreicht, um die Zellen von
der Ober

ache abzul

osen. Bei diesem Zelltyp muss also der Unterdruck be-
reits angelegt werden, solange die Zellen noch in der Suspension auf dem
Chip schweben. Nur so kann eine Zelle angesaugt werden und dann auf
der Apertur einen Seal ausbilden. Da die Zellen aufgrund ihrer Gr

oe recht
schwer sind, muss zum Ansaugen ein sehr starker Unterdruck, etwa 800
mbar, angelegt werden. Die dadurch

uber die Apertur erzeugte Anziehungs-
kraft ist nicht so stark, dass weit entfernte Zellen ohne weiteres angezogen
werden. Es muss also eine hohe Zelldichte verwendet werden, damit ausrei-
chend viele Zellen in der N

ahe der Apertur herunter sinken. Die Erfolgsrate
beim Erreichen eines Seals und damit einer whole cell Konguration liegt
bei diesem Zelltyp etwa bei 30%. In Abb. 3.19 ist die Situation noch einmal
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schematisch dargestellt.
Zum Anlegen eines Druckprotokolls wurde eine semiautomatische Einrich-
tung aufgebaut. Mittels Aquarienpumpen werden zwei Glaskolben auf

Uber-
bzw. Unterdruck gehalten. Die Glaskolben sind

uber ein Schlauchsy-
stem und zwei 3-Wegeventile mit der Chiphalterung verbunden. Die 3-
Wegeventile lassen sich elektrisch ansteuern, so dass durch Umlegen ent-
sprechender Schalter an einer Kontrolleinheit zwischen

Uberdruck, Unter-
druck und atmosph

arischem Druck geschaltet werden kann. Ist ein Chip auf
der Unterseite mit Intrazellul

arl

osung bef

ullt und abgedichtet in der Halte-
rung eingebaut, so wird zun

achst ein

Uberdruck von etwa 250 mbar auf die
Apertur gegeben. Dies f

uhrt dazu, dass die steril gelterte und v

ollig kon-
taminationsfreie L

osung von unten durch die Apertur gepresst wird. Nun
wird Extrazellul

arl

osung auf den Chip gegeben und mit Zellsuspension an-
gereichert. W

ahrend des Sinkprozesses der Zellen, der einige zehn Sekunden
dauert, str

omt weiterhin L

osung aus der Apertur und verhindert die Konta-
mination der

Onung. Sind die Zellen weit genug herabgesunken wird direkt
von

Uberdruck auf Unterdruck (einige hundert mbar) gewechselt und Zellen,
die in der N

ahe der Apertur sind, werden innerhalb weniger Sekunden auf die

Onung gesaugt. Bei der Etablierung dieses Protokolls wurde das Gesche-
hen durch ein aufrechtes Mikroskop beobachtet, so dass die Parameter wie
Sinkzeit, notwendige Zelldichte, Druckst

arke etc. optimiert werden konnten.
Es ist nun auch ohne optische Beobachtung sehr gut m

oglich, auf diese Weise
Zellen zu positionieren und zu kontaktieren. Insbesondere da durch das An-
legen von Test-Spannungspulsen die Situation der Apertur und gegebenfalls
der Zelle kontrolliert wird. In Abb. 3.20 ist ein licht-mikroskopisches Bild
von einer durch Unterdruckapplikation auf der Apertur eines Patch Clamp
Chips positionierten N1E-115 Zelle gezeigt. Nach Ausbildung eines Seals
kann die Zellmembran an der Apertur durch einen Unterdruckpuls aufge-
brochen werden, so dass ein Zugang zum Zellinneren realisiert wird. Es liegt
nun die Ganzzell-, bzw. Whole-Cell-Konguration vor und entsprechende
Ableitungen

onnen gemacht werden. In Abb. 3.20 sind Ca
2+
-Str

ome ge-
messen worden [Fer 02].
In Abb. 3.21 sind Strommessungen von Na
+
-Str

omen an N1E-115 Zellen
in der whole cell Konguration gezeigt. Na
+
-Kan

ale inaktivieren innerhalb
weniger Millisekunden und liefern gleichzeitig f

ur eine Ganzzell-Messung
einen relativ groen Stromuss. Daher gelten Na
+
-Kan

ale als Herausfor-
derung beim Patch Clamp. Die mit dem Patch Clamp Chip gemessenen
Na
+
-Str

ome zeigen also die gute Qualit

at der Ableitungen, da in hoher
Zeitau

osung (5 kHz) das schnelle Schaltverhalten der Kan

ale gemessen wer-
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Abbildung 3.20: Ganzzellableitung einer Neuroblastomzelle aufgenommen
mit einem Patch Clamp Chip. A: Lichtmikrosopische Aufnahme einer N1E-
115 Zelle, die durch Ansaugen auf der Apertur in der Glaschipober

ache
positioniert wurde. Die Apertur ist unterhalb der Zelle zu Erkennen. B:
Ca
2+
-Str

ome wurden durch die Applikation von depolarisierenden Span-
nungspulsen angeregt, ausgehend von einem Haltepotential von -70 mV.
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den kann Abb. 3.21.
Die Datenaufnahme bei den vorgestellten Ganzzellableitungen erfolgt un-
ter Kapazit

ats- und Leckstromkorrektur. Daf

ur wird ein sogenanntes P/n
Protokoll verwendet, bei dem vor der Applikation eines Spannungspulses
eine Anzahl n kleiner Vorpulse appliziert wird, um die Kapazit

at und den
Leckstrom der Messanordnung zu bestimmen. Die Vorpulse sind sehr klein
(einige mV) und werden ausgehend vom Haltepotential (meist -70 mV) ange-
legt. Es werden dabei keine spannungsabh

angigen Ionenkan

ale aktiviert, so
dass tats

achlich nur die passiven elektrischen Eigenschaften des Systems be-
stimmt werden. Ausgehend von den mit Vorpulsen gemessenen Werten der
Kapazit

at und des Leckstroms wird auf den im folgenden angelegten Span-
nungspuls extrapoliert und eine entsprechende Korrektur bei der Strommes-
sung vorgenommen. Auf diese Weise entf

allt eine aufwendige Aufbereitung
der gemessenen Daten nach dem Experiment. Bei den vorgestellten Ganz-
zellableitungen wurde ein Spannungsprotokoll verwendet, welches durch 8
kleine Vor-Pulse die elektrischen Parameter, d.h. Sealwiderstand und Ka-
pazit

at der Anordnung, bestimmt. Die auf diese Weise aufbereiteten Daten
sind

ubersichtlicher als reine Rohdaten und lassen sich leichter interpretie-
ren. Um jedoch die elektrischen Parameter direkt zu bestimmen, muss auf
eine solche Pre-Konditionierung verzichtet werden und ein einfaches Mes-
spulsprotokoll verwendet werden. Die Str

ome ohne Pre-Konditionierung
sind in Abb. 3.22 dargestellt.
Um die volle Funktionst

uchtigkeit der Patch Clamp Chips weiter zu veri-
zieren, wurden auch pharmakologische Untersuchungen durchgef

uhrt. In
Abb. 3.23 sind die Ergebnisse von Experimenten mit dem Natriumkanal-
blocker Tetratodoxin (TTX) gezeigt, der auf Na
+
-Kan

ale in N1E-115 Zellen
angewendet wurde. Nach der Applikation von 1 M TTX sind die Na
+
-
Kan

ale blockiert, die entsprechenden Str

ome bleiben aus. Die Experimente
zeigen die volle Tauglichkeit der Patch Clamp Chips und demonstrieren die
Qualit

at der Ableitungen von ganzen Zellen.
3.4.3 CHO Zellen
Um die Eignung der Patch Clamp Chips weiter zu testen, wurden Experi-
menten an verschiedenen Zelltypen durchgef

uhrt. Es ist unter anderem von
Interesse, die Sealeigenschaften unterschiedlicher Zelltypen zu vergleichen.
Chinese Hamster Ovary (CHO) Zellen stellen ein ausgezeichnetes Expressi-
onssystem dar, d.h. man kann diese Zellen gut mit DNA bestimmter Pro-
teine transzieren, so dass diese Proteine von der Zelle hergestellt werden.
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Abbildung 3.21: Na
+
-Str

ome einer N1E-115 Zelle mit dem Patch Clamp
Chip gemessen. Nach dem schnellen Inaktivieren der Na
+
-Str

ome sind noch
deutlich kleinere Ca
2+
-Str

ome zu sehen.
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Abbildung 3.22: Rohdaten der identischen Ganzzellableitung wie in Abb.
3.21, es fehlen die Korrektur f

ur Leckstrom und kapazitive Str

ome.
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Abbildung 3.23: Ganzzellableitungen einer N1E-115 Zelle mit dem Patch
Clamp Chip. A: Die Einw

artsstr

ome der Na
+
- und Ca
2+
-Kan

ale und der
Ausw

artsstrom der K
+
-Kan

ale in der whole cell Konguration. B: Die glei-
che Zelle mit dem gleichen Pulsprotokoll nach der Applikation von 1 M
TTX gemessen. Die Na
+
-Str

ome sind durch das TTX blockiert, sonst bleibt
das Messergebnis gleich.
Da die CHO-Zellen intrinsisch nur wenige Ionenkan

ale besitzen, sind sie
hervorragend geeignet, um einen bestimmten Kanaltyp zu expremieren, so
dass dieser isoliert untersucht werden kann. Bei vielen anderen S

augetierzell-
Expressionssystemen st

oren die intrinsischen Ionenkan

ale, da diese bei Patch
Clamp Messungen an den exprimierten Ionenkan

alen ungewollte Str

ome lie-
fern k

onnen. Die CHO-Zellen werden daher oft in der Pharmakaentwicklung
eingesetzt, wo die Wechselwirkung verschiedener Substanzen mit einem be-
stimmten Ionenkanal untersucht werden soll (Drug Screening).

Ahnliche
Expressionssysteme stellen Human Embryonic Kidney (HEK)-Zellen dar.
Aus den dargelegten Gr

unden sind CHO-Zellen ein sehr wichtiger Zelltyp
und wurden daher ebenfalls mit den Patch Clamp Chips untersucht.
CHO-Zellen haben einen Durchmesser von etwa 7-10 Mikrometer und sind
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damit deutlich kleiner als die N1E-115 Zellen. Die Zellkulturparameter sind
in Tabelle 3.4.3 zusammengefasst. Die Zellen wachsen recht fest an den ent-
sprechenden Kultursch

alchen an, ein einfaches Absaugen reicht nicht, um
sie abzul

osen. Um eine Zellsuspension herzustellen, wird daher das Verdau-
ungsenzym Trypsin verwendet.
CHO Zellen
Medium Dulbeccos modied Eagle medium (DMEM, Gibco)
mit 10% f

otalem K

alberserum (Gibco),
bei 37 C und 5% CO
2
-Gehalt in Luft
Suspendieren Zellen durch Trypsinieren von der Petrischale l

osen
Intrazellul

arlsg. (mM) K-Aspartate (135), EGTA (10),
HEPES (10), CaCl
2
(8.5), MgCl
2
(2.1), pH=7.2,
freie Ca
2+
-Konzentration ist 1 M
Extrazellul

arlsg. (mM) Na-Aspartate (160), KAsp (4.5),
HEPES (5), CaCl
2
(1), MgCl
2
(1), pH=7.4
Die in dieser Arbeit verwendeten CHO-Zellen sind stabil mit BK-Kan

alen
transziert [Zho 98], also mit spannungsabh

angigen Kalium-Kan

alen mit
recht hohem Leitwert. Die Zellen wurden wie bereits beschrieben in Sus-
pension auf die Patch Clamp Chips pipettiert und durch Anlegen eines Un-
terdruckes an der Apertur im Chip auf diese positioniert. Im Gegensatz
zu den N1E-115 Zellen neigen die CHO-Zellen weniger stark zur instanta-
nen Adh

asion auf der Substratober

ache. Daher lassen sich auch bereits
aus der Suspension abgesunkene, auf der Chipober

ache liegende Zellen in
die Apertur saugen. Die Sealeigenschaften der CHO-Zellen sind etwas bes-
ser als die der N1E-115 Zellen, die Sealwahrscheinlichkeit liegt bei etwa 50
Prozent. In Abb. 3.24 sind Messungen an CHO-Zellen dargestellt. Hier wur-
de ein Spannungspulsprotokoll appliziert, welches die spannungsabh

angigen
Kalium-Kan

ale aktiviert. Diese inaktivieren nicht, so dass sich bei l

angerer
Dauer eines Spannungspulses ein entsprechender Maximalstrom einstellt.
In der folgenden Abb. 3.25 sind l

anger anhaltende Spannungspulse appli-
ziert worden, um das Einstellen des Maximalstroms bei gegebener Spannung
zu messen.
Auch mit den CHO Zellen wurden pharmakologische Versuche durch-
gef

uhrt. Es wurden Experimente mit dem Kaliumkanalblocker Charybdo-
toxin (ChTX) gemacht [Han 97], welcher der extrazellul

aren L

osung zuge-
geben wurde, um die Wechselwirkung der Substanz mit den BK-Kan

alen zu
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Abbildung 3.24: Spannungsabh

angige Kalium-Kan

ale in CHO-Zellen in der
Ganzzellkonguration mit Patch Clamp Chip abgeleitet. Das Membranpo-
tential wird sukzessive st

arker depolarisiert, um die Kan

ale zu aktivieren.
Am Ende des Pulses ist ein sogenannter tail-current zu sehen, der aufgrund
des Potentialsprunges unter das Umkehrpotential des Kaliums bei Pulsende
entsteht.
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Abbildung 3.25: Ganzzellableitungen an CHO-Zellen mit relativ langen Pul-
sen (140 ms) zur Strom

aquilibrierung.
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testen. In Abb. 3.26 sind Ganzzellableitungen vor und nach der Applikation
von 100 nM ChTX an derselben Zelle, mit dem gleichen Pulsprotokoll und
einem zeitlichen Abstand von wenigen Sekunden dargestellt. Erwartungs-
gem

a werden die Kan

ale durch das Pharmakon blockiert und die entspre-
chenden Ionenstr

ome bleiben aus [Fer 02].
Um einen Vergleich der Messungen mit den Patch Clamp Chips und Mes-
sungen mit der konventionellen Pipette zu erm

oglichen, wurden Experimente
an CHO Zellen der gleichen Generation (aus der gleichen Petrischale iden-
tisch pr

apariert) sowohl mit Pipette als auch mit Chip durchgef

uhrt. In
Abb. 3.27 sind Messungen in der whole cell Konguration gezeigt, die mit
klassisch und chip-basierter Patch Clamp Technik gemacht wurden.
3.5 Kombinierte elektrische und optische Experi-
mente an Einzelkan

alen
Ultrasensitive optische Mikroskopie und Spektroskopie erm

oglichen die De-
tektion und Charakterisierung von einzelnen uoreszenzmarkierten Mo-
lek

ulen in biologischen Systemen mit einer Au

osung in x-y-Richtung von
unter 50 nm [Bet 93, Dun 94, Fun 95, Sas 95, Sch 96, Ha 96, Van 97,
Jia 99, Wei 99, Sch 00a]. Entwicklungen insbesondere bei der Untersuchung
von uoreszenzmarkierten Lipidmolek

ulen f

uhren zu Zeitau

osungen bei
der Einzelmolek

uldetektion im Bereich von Millisekunden [Sch 96, Sch 97,
Son 99].
Bei der Untersuchung von Ionenkan

alen sind die molekularen Mechanis-
men, die f

ur das sogenannte Gating, also das

Onen und Schlieen des
Kanals, verantwortlich sind, von besonderem Interesse [San 00, Beza 00].
Die Herstellung gr

oerer Mengen eines Kanalproteins ist aufwendig, und
da Untersuchungen in nat

urlicher Zellmembranumgebung vorgenommen
werden m

ussen, sind kernspinresonanz- und r

ontgenstrahlbasierte Struk-
turanalysen schwer durchf

uhrbar [Kab 97, Wat 95, Tsu 00]. Einzelmo-
lek

uluoreszenzspektroskopie kombiniert mit site-spezischer Fluoreszenz-
markierung und simultaner, elektrischer Detektion von Ionenstr

omen bie-
tet die M

oglichkeit, Struktur-Funktionsanalysen in nativer Proteinumge-
bung durchzuf

uhren [Sch 00b, Ish 00]. Die M

oglichkeit, durch kombi-
nierte elektrische und uoreszenz-optische Detektion Informationen

uber
die strukturelle Dynamik w

ahrend der Schaltvorg

ange in Ionenkan

alen
zu erhalten, wurde bereits an Ensembles von Ionenkan

alen demonstriert
[Cha 99, Man 96, Gla 99, Hor 00]. Optische Messungen an Einzelmolek

ulen
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Abbildung 3.26: Pharmakologische Charakterisierung von Kalium-Kan

alen
mittels Patch Clamp Chips. A: Ganzzellableitungen an CHO-Zelle mit

uber-
expremierten BK-Kan

alen vor und nach der Applikation von 100 nM ChTX.
B: Strom-Spannungsbeziehung aus dem Experiment in A.
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Abbildung 3.27: Elektrophysiologische Charakterisierung von Kalium-
Kan

alen in CHO Zellen mittels pipetten- und chip-basierter Patch Clamp
Technik. Oben: Ganzzellableitung mit konventioneller Patch Clamp Pi-
pette. Unten: Das gleiche Experiment mit dem Patch Clamp Chip durch-
gef

uhrt. Die Messungen sind qualitativ identisch.
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bieten das Potential einer detaillierteren Strukturanalyse. Zum Beispiel
k

onnen Subzust

ande beim Gating oder im Leitwert eines Ionenkanals, die bei
Ensemble-Experimenten untergehen, aufgel

ost werden [Man 00]. Das Poten-
tial der Kombination von optischen und elektrischen Experimenten f

ur die
Gewinnung von Information

uber Struktur und Dynamik von Ionenkan

alen
ist seit einiger Zeit wahrgenommen [Mac 95], und verschiedene Untersuchun-
gen, welche die Machbarkeit solcher Experimente zeigen, sind bereits durch-
gef

uhrt worden [Ide 99, Sch 00a, Son 00]. Insbesondere Einzel-Molek

ul Fluo-
reszenz Resonanz Energie Transfer (FRET) ist eine geeignete Methode, um
direkte Strukturuntersuchungen beim Gating durchzuf

uhren.

Ahnliche Ex-
perimente zur Untersuchung von Konformations

anderungen im Nanometer-
bereich sind bereits mithilfe des Einzel-Molek

ul Fluoreszenz Resonanz Ener-
gie Transfers durchgef

uhrt worden [Ha 96, Ish 99, Yin 00, Jia 99, Den 99].
3.5.1 Fluoreszenz Resonanz Energie Transfer
Fortentwicklungen in der Einzelmolek

uldetektion und Einzelmolek

ulspektroskopie
bei Raumtemperatur durch Laser-induzierte Fluoreszenz er

onen einen ex-
perimentellen Zugang zur Untersuchung einzelner Molek

ule unter physiolo-
gischen Bedingungen. Eine besondere Bedeutung hat in diesem Zusammen-
hang der Fluoreszenz Resonanz Energie Transfer (FRET) [F

or 48]. Dieses
Ph

anomen erm

oglicht

auerst pr

azise Abstandmessungen im Bereich von
2 bis 8 nm, basierend auf dem abstands-abh

angigen Energie

ubertrag zwi-
schen einem Donoruorophor und einem Acceptoruorophor. Diese Technik
kann sogar dynamische Struktur

anderungen und Orientierungen zwischen
den beiden Fluorophoren bei intra- und intermolekularen Systemen mes-
sen (Abb. 3.28). Die QuanteneÆzienz (Q) des Donors ist deniert als das
Verh

altnis von der Anzahl emittierter Photonen zur Anzahl absorbierter
Photonen, ein Parameter, der sehr stark von der unmittelbaren Umgebung
des Fluorophors abh

angt. Die FRET-EÆzienz (E) kann aus den gemessenen
Fluoreszenzintensit

aten des Donors in Gegenwart des Acceptors (Qda) und
ohne diesen (Qd) erhalten werden [Van 94]:
E = 1 Q
da
=Q
d
; (3.11)
Der Zusammenhang zwischen der TransfereÆzienz und dem Abstand zwi-
schen den beiden Fluorophoren (R) wird durch folgende Gleichung beschrie-
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Abbildung 3.28: M

ogliche Konguration f

ur simultane Patch Clamp und
Einzelmolek

ul-FRET Messung an einem Ionenkanal. Ein uoreszenzmar-
kiertes Ionenkanalprotein im Membraneck (Patch) einer Patch Pipette.
ben:
E = R
6
0
=(R
6
0
+R
6
); (3.12)
wobei R
0
die sogenannte F

orsterdistanz ist, d.h. die Distanz zwischen
Donor und Acceptor bei der der Energietransfer im Mittel 50% betr

agt.
Aus der Abh

angigkeit der TransfereÆzienz von der 6. Potenz des Ab-
standes der Fluorophore ergibt sich die hohe Empndlichkeit von FRET-
Abstandsmessungen. R
0
kann wie folgt berechnet werden:
R
0
= (9000(ln10)K
2
Q
d
J=128
5
n
4
N
av
)
1=6
= 9:7810
3
(Q
d
K
2
n
 4
J)
1=6
Angstrom;
(3.13)
mit Q
d
= QuanteneÆzienz des Donors, n = Brechungsindex des Mediums
(etwa 1.33-1.6 f

ur Proteine), N
av
=Avogadrozahl, K
2
=Orientierungsfaktor
und J =

Uberlappungsintegral. Das

Uberlappungsintegral J repr

asentiert
den

Uberlapp zwischen dem Fluoreszenzemissionsspektrum des Donors und
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des Absorptionsspektrum des Acceptors und wird beschrieben durch:
J =
Z
f
D
()
A
()
4
d; (3.14)
mit  = Wellenl

ange des Lichts, 
A
() = der molare Ausl

oschungskoeÆzient
des Acceptors bei der entsprechenden Wellenl

ange und f
D
() = das Fluo-
reszenzspektrum des Donors normalisiert auf die Wellenl

angenskala.
Der Orientierungsfaktor ist deniert als:
K
2
= (cos
T
  3cos
D
cos
A
)
2
; (3.15)
mit 
T
= Winkel zwischen Donor Emissions

ubergangsmoment und Accep-
tor Absorptions

ubergangsmoment, und 
D
und 
A
= die Winkel zwischen
Donor-Acceptor Verbindungslinie und Donor-Emissions- und Acceptor-
Absorptionsmomenten.
FRET kann an Ensembles von Fluorophoren untersucht werden, jedoch
ist seit kurzem auch m

oglich, FRET an einzelnen Molek

ulen zu messen
[Ha 96]. Das sogenannte single-pair FRET (spFRET) wurde eingesetzt,
um Liganden-Rezeptor Kolokalisationen zu untersuchen [Sch 98], Enzym-
Substrat Wechselwirkungen w

ahrend der Katalyse zu studieren [Ha 96] und
um Konformationszust

ande einzelner, in L

osung diundierender Molek

ule
zu messen [Den 99].
spFRET ist eine ausgesprochen attraktive Methode, um Konformationsdy-
namiken in Molek

ulen zu untersuchen. Wie oben bereits erw

ahnt, w

are es
sehr reizvoll, einen Ionenkanal mit einem FRET-Paar zu markieren und so
seine Konformations

anderungen beim

Onen und Schlieen zu

uberwachen.
Die Herausforderungen f

ur entsprechende Konstrukte liegen in der Konju-
gationschemie und der Wahl spektral geeigneter FRET-Paare.
3.5.2 Fluoreszenzmarkierte Gramicidine
Um das Potential von optischen Einzel-Molek

ulexperimenten zur Struktur-
Funktionsanalyse von komplexen Membranproteinen voll aussch

opfen zu
k

onnen, ist es hilfreich, ein ausreichend charakterisiertes Modellsystem
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zur Kalibrierung des Experimentes zu haben. Schwankungen der FRET-
EÆzienz kann aus verschiedenen Gr

unden auftreten, z.B.

Uberg

ange in
nicht-emittierende Zust

ande (blinking) [Ha 99] oder Fluorophordynamik
(cis-trans Isomerisierung) [Wid 00]. Schwierigkeiten bei der Zuordnung ver-
schiedener Photozust

ande kann zu Fehlern bei der Interpretation von FRET-
Experimenten f

uhren [Cre 00].
Der bereits eingehend beschriebene Ionenkanal, der durch Gramicidin ge-
formt wird, erf

ullt in hervorragender Weise die Voraussetzungen f

ur ein
einfaches Modellsystem. Tats

achlich wurden bereits vor 25 Jahren simul-
tane Fluoreszenz- und Leitwertsmessungen an Gramicidin (Ensembles) von
Veatch und Stryer durchgef

uhrt [Vea 75]. Diese klassischen Arbeiten haben
mageblich zum Verst

andnis des Dimerisierungsprozesses von Gramicidin
beigetragen.
Wenn die Dimerisierung von Gramicidin optisch auf Einzel-Molek

ul Niveau
detektiert werden k

onnte, so w

urde man erwarten, dass das optische Signal
mit einem erh

ohten Leitwert der das Gramicidin enthaltenen Membran ko-
inzidiert. Mit uoreszenzmarkierten Gramicidinderivaten sollte es m

oglich
sein, die Dimerisierung optisch durch einen FRET-Prozess zu detektieren.
Dazu m

ussten zwei verschiedene Gramicidinderivate mit zwei entsprechen-
den Fluorophoren markiert werden, die ein FRET-Paar bilden. Das mit
dem Donor markierte Gramicidin wird auf die eine Seite der Membran zu-
gegeben, das mit dem Acceptor markierte auf die andere. Nachdem sich das
Gramicidin in die Membran inkoorporiert hat, diundiert es in den jeweili-
gen Lipidmonoschichten, und der Abstand von Acceptor-Donor-Paaren ist
deutlich gr

osser als 10 nm, d.h. die FRET-EÆzienz verschwindend gering.
Bildet sich nun ein leitf

ahiges Dimer, gibt es zum einen den charakteristi-
schen Ionenstrom, der elektrisch gemessen werden kann. Gleichzeitig sinkt
bei der Dimerisierung der Abstand von Acceptor und Donor auf unter 5
nm, so dass ein sehr eektiver FRET stattnden kann. In Abb. 3.29 ist der
Prozess schematisch dargestellt. Dissoziiert das Dimer, verschwindet der
Leitwert, und da der Abstand des FRET-Paares wieder ansteigt, sinkt die
FRET-EÆzienz drastisch. Kombinierte Patch Clamp und FRET-Messungen
sollten also eine Korrelation von ionischem Leitwert und FRET-Signal zei-
gen. Fluoreszenzmarkierte Gramicidine stellen daher ein ausgezeichnetes
Modellsystem f

ur simultane optische und elektrische Einzelmolek

uldetektion
dar.
Eine Schwierigkeit bei der Korrelation der optischen und elektrischen Signale
ergibt sich aus der Verteilung von Donor- bzw. Acceptor-markierten Grami-
cidinen in der Membran. Es ist w

unschenswert zu verhindern, dass sich Di-
94
Abbildung 3.29: Das Diagramm [Lou 01] zeigt die Dimerisierung von uo-
reszenzmarkierten Gramicidinderivaten in einer Lipidmembran. Das Dimer
bildet eine w

assrige Pore, die Ionenuss (kleine Kreise) erm

oglicht. Der Ab-
stand des FRET-Paares eines Dimers betr

agt etwa 5 nm, so dass eine recht
hohe FRET-EÆzienz zu erwarten ist.
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mere aus Gramicidinen mit gleichem Fluorophor (also z.B. ein Donor-Donor-
Dimer) bilden, die dann zwar einen Leitwert haben, aber kein FRET-Signal
zeigen, da dies die Interpretation der Daten hinsichtlich der Korrelation
deutlich erschwert. Es ist experimentell aufwendig, die verschieden markier-
ten Gramicidine exklusiv auf jeweils einer Membranseite zu konzentrieren.
Die

Ubergangsrate der Gramicidine von einer Membranseite auf die andere
(ip-op) ist zwar sehr gering [O'Co 90], jedoch reit die Membran h

auger,
so dass Gramicidine frei diundieren k

onnen. Um dieses Problem zu l

osen,
wurden verschiedene Gramicidinderivate mit unterschiedlichen Leitwerten
verwendet, derart, dass das Gramicidin kleineren Leitwerts mit dem Accep-
tor und das andere mit dem Donor markiert wurde. Es gibt entsprechend
Dimere mit drei unterschiedlichen Leitwerten: ein Homo-Dimer mit nied-
rigem, ein Homo-Dimer mit hohem und ein Hetero-Dimer mit mittlerem
Leitwert. Auf diese Weise l

asst sich aus dem elektrischen Leitwert eines Di-
mers seine Zusammensetzung ablesen, und man wei, ob ein FRET-Signal
zu erwarten ist (Hetero-Dimer) oder nicht (Homo-Dimer). In Abb. 3.30 sind
die verschiedenen Leitwerte der unterschiedlichen Gramicidin-Dimere ana-
lysiert. Als FRET-Paar wurden die Fluorophore Cy5 und Cy3 verwendet,
welche jeweils an das C-Terminal der Gramicidinderivate angebracht wur-
den. Diese Markierungen wurden in der Arbeitsgruppe von Prof. Woolley
an der Universit

at in Toronto durchgef

uhrt [Lou 01].
Um die Fluoreszenzeigenschaften der markierten Gramicidine zu untersu-
chen wurden zun

achst Experimente an kleinen Lipidvesikeln durchgef

uhrt.
Lipidvesikel mit etwa 100 nm Durchmesser wurden hergestellt und mit
Gramicidin dotiert. Im Fall A wurde eine Vesikell

osung die ausschliesslich
mit Donor-Gramicidin dotiert war mit einer zweiten Vesikell

osung die nur
mit Acceptor-Gramicidin dotiert war im Verh

altnis 1:1 gemischt. Im Fall B
wurden Donor- und Acceptor-Gramicidin in gleicher Konzentration direkt
im Verh

altnis 1:1 in eine Vesikell

osung gemischt. Das Resultat sind zwei Ve-
sikell

osungen mit gleicher Lipid-, Donor- und Acceptorkonzentration, aber
unterschiedlicher Verteilung der Donoren und Acceptoren. In Fall A sind in
den Vesikelmembranen dementsprechend Donor-Monomere, Donor-Dimere,
Acceptor-Monomere und Acceptor-Dimere vorhanden. In der vorgemsichten
L

osung (Fall B) sind weiterhin noch Donor-Acceptor-Dimere, also FRET-
Paare, anwesend. Aufgrund der geringgehaltenen Konzentration der Vesikel
in der L

osung war der durchschnittliche Abstand zwischen Vesikeln etwa 300
nm. Das ist deutlich

uber dem F

orsterabstand von etwa 5 nm, so dass FRET
nur im Fall B m

oglich sein sollte, wo sich Donor- und Acceptor-Gramicidin
im gleichen Vesikel benden.
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Abbildung 3.30: Oben: Histogramm der bei 100 mV gemessenen Leitwerte
der uoreszenzmarkierten Gramicidine. In der Lipidmembran sind Donor-
und Acceptor-markierte Gramicidinderivate im Verh

altnis 1:1 gemischt. Der
mittlere Leitwertspeak entsteht durch Hetero-(Cy3Cy5)-Dimere, der lin-
ke durch (Cy5Cy5)-Homo-Dimere und der rechte durch (Cy3Cy3)-Homo-
Dimere. Die Wahrscheinlichkeit der Bildung eines Hetero-Dimers ist ge-
gen

uber den Homo-Dimeren um den Faktor 2 erh

oht, was mit der H

ohe des
Leitwertpeaks korrespondiert. Die Leitwertniveaus der verschiedenen Dime-
re sind deutlich zu unterscheiden. Unten: Histogramm der Lebensdauern
der Gramicidinkan

ale. Die Daten wurden im Labor von Prof. Woolley an
der Universit

at Toronto aufgenommen und ausgewertet.
97
In Abb. 3.31 sind Fluoreszenzspektra von Cy3/Cy5-markierten Gramicidi-
nen in Lipidvesikeln gezeigt. Die gestrichelte Linie repr

asentiert die gemes-
sene Fluoreszenzintensit

at f

ur den Fall A, bei dem nur Homo-Dimere, also
kein FRET, m

oglich sind. Die durchgezogene Linie entspricht der gemes-
senen Fluoreszenzintensit

at im Fall B, wo ebenfalls Hetero-Dimere gebildet
werden und FRET stattnden kann. Ein signikantes Quenching der Do-
noruoreszenz ist f

ur den Fall B im Vergleich zu Fall A zu sehen, was auf
den nur im Fall B m

oglichen FRET zur

uck zu f

uhren ist.
Abbildung 3.31: Fluoreszenz Resonanz Energie Transfer zwischen Cy3-
Gramicidin und Cy5-Gramicidin. Die gestrichelte Linie entspricht der Fluo-
reszenz Intensit

at von Cy3-gA und Cy5-gA in seperaten Lipidvesikeln, die
durchgezogene Linie dem Fall von Cy3-gA und Cy5-gA in denselben Vesi-
keln. Nur im letzteren Fall ist FRET m

oglich, was im deutlichen Quenching
der Donoruoreszenz gegen

uber dem ersten Fall resultiert. Die Fluoreszenz
wurde bei 520 nm angeregt, die Scangeschwindigkeit betrug 100nm/min.
Die Daten wurden im Labor von Prof. Woolley an der Universit

at Toronto
aufgenommen und ausgewertet.
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3.5.3 Optischer Aufbau
Die optischen Untersuchungen an Einzelmolek

ulen wurden in Kooperation
mit G. Sch

utz am Lehrstuhl f

ur Biophysik der Kepler Universit

at in Linz
durchgef

uhrt. F

ur die Experimente wurde ein invertiertes Mikroskop (Zeiss,
Axiovert 135-TV) mit einem 60-fach vergr

oernden Objektiv (Neouar, nu-
merische Apertur 1,3, Zeiss) verwendet. Zur Anregung des Fluoreszenz-
donors wurde die 514 nm Wellenl

ange eines Argonlasers (Innova 306, Co-
herent) in den Strahlengang des Mikroskops eingekoppelt. Zur getrennten
Messung der Fluoreszenz des Donors und des Acceptors wurde das Lichtsi-
gnal mittels eines dichroitischen Spiegels so geteilt, dass die entsprechenden
Wellenl

angenbereiche (gr

osser, bzw. kleiner als 550 nm) in unterschiedliche
Wege abgelenkt wurden. Die beiden Fluoreszenzsignale wurden dann von
einer Sticksto-gek

uhlten CCD-Kamera (AT200, Photometrix) mit einem
TH512B Chip (512x512 Pixel, 27 m
2
pixel size, Tektronix) detektiert. F

ur
die Datenaufnahme wurde die CCD-Kamera als Zwischspeicher genutzt, der-
art, dass 12 Bilder mit je 40x40 Pixeln sukzessiv, entsprechend verschoben,
auf den Chip abgebildet wurden. Die h

ochste Zeitau

osung, die in dieser
frameshift Methode erreicht wird, liegt bei 6,6 Millisekunden. Das Verfah-
ren bietet die M

oglichkeit, einen relativ grossen Bereich (z.B. die gesamte
Lipidmembran) mit ausreichender Zeitau

osung zu untersuchen. In Abb.
3.32 ist die Anordnung schematisch dargestellt. Der Aufbau ist weitgehend
optimiert und erreicht routinem

assig Einzelmolek

ulau

osung. Eine Softwa-
resteuerung verschiebt die Abbildung der Fluoreszenzsignale automatisch
auf dem Chip und l

asst eine vorl

auge Datenanalyse in Echtzeit zu.
3.5.4 Korrelation optischer und elektrischer Aktivit

at
F

ur die kombinierten optischen und elektrischen Messungen wurde eine klei-
ne Zelle f

ur die Lipidmembran und Elektrolytl

osung angefertigt, die in das
Mikroskop eingesetzt werden kann. Hierzu wurde eine perforierte Teonfolie
auf einem mit Agarose-Gel beschichteten Deckpl

attchen xiert. Die Teon-
folie war von Elektrolytl

osung umgeben und durch Ag/AgCl-Elektroden mit
einem Patch Clamp Verst

arker verbunden. Die Perforation der Teonfolie
wurde durch eine scharfe, gl

uhend heisse Metallspitze mechanisch einge-
bracht.
Die Lipidmembran wurde aus DiPhPC durch painting hergestellt, wobei
dem Lipid in gew

unschter Menge die beiden uoreszenzmarkierten Grami-
cidinderivate beigemengt waren. Das Erstellen und Ausd

unnen der Mem-
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Abbildung 3.32: Skizze des optischen Messaufbaus zur Analyse von einzel-
nen uoreszenzmarkierten Gramicidinen.
bran wurde elektrisch mit Hilfe des Patch Clamp Verst

arkers

uberwacht.
Nach Ausbildung der Bilayer wurde gegebenenfalls die Gramicidinkonzen-
tration auf das gew

unschte Ma erh

oht, woraufhin die gesamte Zelle mit
der Bilayer in das Mikroskop transferiert wurde. Nach entsprechendem Ein-
stellen des zu messenden Bereiches, in unserem Fall immer die gesamte Bi-
layer

ache, wurden simultan zu den Patch Clamp Messungen Zeitserien der
Fluoreszenzsignale der Donoren und Acceptoren aufgenommen. Die Einzel-
molek

uluoreszenz der Gramicidinderivate war deutlich nachweisbar, eben-
so die FRET-basierte Fluoreszenz, wobei letztere signikant weniger h

aug
auftrat als die Donor-Fluoreszenz, da nat

urlich nur mit einer Wellenl

ange
im Donorabsorptionspektrum angeregt wurde.
In den Experimenten wurden Bilayer mit Durchmesser von etwa 10 m un-
tersucht, in Abb. 3.33 sind Aufnahmen einer solchen Bilayer mit der CCD-
Kamera abgebildet. Die Sequenz der drei Bilder ist im Abstand von 100 ms
100
10 0
20 0
30 0
40 0
50 0
60 0
70 0
0 50 0 10 00 15 00 20 00 25 00 30 00
-50 0
0
50 0
10 00
15 00
20 00
0 50 0 10 00 15 00 20 00 25 00 30 00 0 50 0 10 00 15 00 20 00 25 00 30 00
5µm
Abbildung 3.33: Im oberen Teil der Abbildung sind CCD-Kamera Aufnah-
men der Bilayer zu sehen, im unteren Teil sind der simultan gemessene
Stromuss

uber die Bilayer dargestellt. Das Schliessen der Bilayer korre-
spondiert mit dem Verschwinden der Kanalaktivit

at.
aufgenommen und im unteren Teil der Abbildung ist der simultan gemessene
Stromuss

uber die Bilayer dargestellt. Deutlich zu erkennen ist der die Bi-
layer umgebende Lipid/Dekan-Torus. Im Verlauf der Sequenz schliet sich
der Torus, und die Doppellipidschicht der Membran wird durch eine mul-
tilamellare bis ungeordnete Lipid/Dekan-Phase ersetzt. Dieses Ph

anomen
des Au

osens der Bilayer zugunsten einer dickeren Lipidschicht wurde beson-
ders bei sehr kleinen Bilayern wiederholt beobachtet. Der korrespondierende
Stromuss zeigt w

ahrend der Gegenwart der Bilayer Kanalaktivit

at, welche
beim Schliessen der Doppellipidschicht nat

urlich verschwindet, da sich keine
leitf

ahigen Gramicidindimere in der dicken Lipidschicht bilden k

onnen. Die
optische Detektion der Bildung und des Au

osens einer Bilipidschicht wird
also durch die elektrische Messung der Kanalaktivit

at best

atigt.
Ein weiteres, oft beobachtetes Ph

anomen ist das spontane Aufreien der Li-
pidmembran. Insbesondere bei anliegenden Potentialdierenzen von deut-
lich

uber 100 mV oder bei starker mechanischer Ersch

utterung wird die
Membran stark beansprucht, wodurch die Wahrscheinlichkeit des Aufreis-
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sens erh

oht wird. In Abb. 3.34 ist eine Sequenz von Aufnahmen mit der
CCD-Kamera und den simultanen Strommessungen

uber die Bilayer dar-
gestellt. In der zehnten Aufnahme der Sequenz ist deutlich zu sehen, dass
die Bilayer gerissen ist, was durch den drastischen Anstieg des Leitwerts
best

atigt wird.
In Abb. 3.35 ist wiederum eine Sequenz von Aufnahmen der CCD-Kamera
Abbildung 3.34: Eine Sequenz von Aufnahmen mit der CCD-Kamera und
der simultan aufgezeichnete Stromverlauf. Deutlich zu sehen ist das Aufrei-
en, bzw. Verschwinden der Lipidmembran ab der zehnten Aufnahme, was
durch den sofortigen Anstieg des Leitwerts best

atigt wird. Die Gr

osse der
CCD-Kamerabilder entspricht etwa 20 x 35 Mikrometern.
mit den simultanen Strommessungen

uber die Bilayer zu sehen. Die Leit-
wertsstufen der einzelnen Gramicidin-Dimere sind gut aufgel

ost und lassen
sich zum Teil mit sp-FRET Ereignissen korrelieren (siehe Pfeile).
Die genauere Evaluation der Korrelation ist m

oglich, da wie bereits be-
schrieben die Leitwerte der verschiedenen m

oglichen Dimere (Donor-Homo-
Dimer, Acceptor-Homo-Dimer und Donor-Acceptor-Hetero-Dimer) unter-
schiedlich und damit unterscheidbar sind. Beim Anstieg des Stromusses
um den Betrag des Hetero-Dimer Leitwerts ist nach sp-FRET Ereignissen
zu suchen. Es liegen eine Vielzahl solcher Daten vor, die gegenw

artig aus-
gewertet werden.
In weiteren Experimenten wurde die Molekularbewegung einzelner
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Abbildung 3.35: Stromuss durch Gramicidinkan

ale und simultaner Ein-
zel Molek

ul Fluoreszenz Resonanz Energie Transfer zwischen den einzelnen
uoreszenzmarkierten Gramicidinen im Fall eines Hetero-Dimers.
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Gramicidin-Monomere und -Dimere untersucht. Es wurden Trajektorien der
uoreszierenden Monomere (Cy3-Kanal) und Hetero-Dimere (Cy5-Kanal)
aufgenommen, aus denen sich die Beweglichkeit der Molek

ule berechnen
l

asst. Die Unterscheidung von Monomeren und Dimeren war auf einfache
Weise m

oglich, da die Fluoreszenz von Cy5 (dem Acceptor im FRET-Paar)
nur dann auftritt, wenn tats

achlich FRET statt ndet, was nur bei einem
Hetero-Dimer m

oglich ist.
Die laterale Diusion eines Brownschen Teilchens charakterisiert durch ei-
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Abbildung 3.36: Bestimmung der Diusionskonstante von Gramicidin-
Monomeren und -Dimeren in freitragender Lipidmembran. Aus der Auf-
tragung der mittleren Abst

ande der Molek

ulposition zu verschiedenen Zeit-
punkten l

asst sich die Diusionskonstante extrapolieren.
ne Diusionskonstante D, l

asst sich durch die Verteilung von Abst

anden r
zwischen zwei Beobachtungen innerhalb einer Zeitspanne t beschreiben:
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P (r
2
; t) ist die Wahrscheinlichkeit, dass das Brownsche Teilchen w

ahrend
der Zeit t in einem Kreis mit Radius r bleibt. Die Auswertung der gemesse-
nen Trajektorien f

ur Monomere und Dimere mittels der obigen Gleichungen
f

uhrte zur Bestimmung der Diusionskonstanten zu D
Monomer
= (3:29 +
 0:07)m
2
=s f

ur Gramicidin-Monomere undD
Dimer
= (2:98+ 0:10)m
2
=s
f

ur die Hetero-Dimere. Die Beweglichkeit der gr

osseren, die Membran durch-
spannenden Dimere ist erwartungsgem

ass geringer als die der Monomere,
jedoch nur um einen kleinen Betrag. In Abb. 3.36 sind die Auswertungen
der Daten zur Beweglichkeit der einzelnen Molek

ule dargestellt. Aufgetra-
gen sind jeweils die quadrierten, mittleren Abst

ande der Teilchenposition
gemessen nach verschiedenen Zeitintervallen.
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Kapitel 4
Diskussion
Mit den in dieser Arbeit entwickelten, planaren Patch Clamp Sonden sind
verschiedene elektrophysiologische und biophysikalische Experimente durch-
gef

uhrt worden. Im folgenden werden die Ergebnisse ausf

uhrlich diskutiert,
Vor- und Nachteile dargestellt und m

ogliche Entwicklungen aufgezeigt.
4.1 Patch Clamp Chips
Ausgehend von verschiedenen Substraten wurden mit unterschiedlichen
Strukturierungstechniken Patch Clamp Chips hergestellt, die in ihren Ei-
genschaften und der resultierenden Eignung f

ur die Anwendung stark va-
riierten. Ausgehend von Siliziumproben wurde zun

achst auf kristallines
Quarz gewechselt, dann Glas und schliesslich auch amorphes Quarz prozes-
siert. Insbesondere Borosilikatglas hat sich als vorteilhaft erwiesen, so dass
verschiedene Strukturierungsmethoden f

ur dieses Material entwickelt wur-
den. In Abb. 4.1 sind die wesentlichen Meilensteine bei der Evaluation von
Substraten und Prozessierungstechniken dargestellt. Silizium als Ausgangs-
material bietet den Vorteil, dass die Prozessierungstechniken sehr weit ent-
wickelt und weitgehend zug

anglich sind, insbesondere ist die Prozessierung
vollst

andig parallelisierbar. Als Nachteil m

ussen die Halbleitereigenschaften,
besonders die freie Ladungstr

agerdichte genannt werden, welche die elektri-
sche Kapazit

at der Messsonde erh

oht. Die Kapazit

at f

uhrt zu parasit

aren
Str

omen in der Messung, welche auch durch gute elektrische Isolierung der
Probe nicht vollst

andig vermieden werden k

onnen. Ein weiterer Nachteil ist
die geringe mechanische Stabilit

at der freitragenden Siliziumnitridmembran,
in welche die Apertur eingebracht ist. Diese ist

auerst empndlich, so dass
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Abbildung 4.1: Verschiedene Entwicklungsstufen der Patch Clamp
Chips (von links oben nach rechts unten): Siliziumsubstrat, kristallines
Quarz, Borosilikatglas mit Ionenspur

atzung, dito mit zus

atzlicher Ober-


achenstrukturierung mittels Reaktivem Ionen

atzen, Glas mit Focused Ion
Beam strukturiert, Glas perforiert mit Laserablation.
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z.B. Reinigungsprozesse im Ultraschallbad sofort zur Zerst

orung der Probe
f

uhren.
Der Hauptnachteil der Siliziumstruktur liegt jedoch in ihrer Geometrie. Auf-
grund der geringen Dicke der freitragenden Struktur von nur etwa 0.2-1 Mi-
krometer hat die integrierte

Onung fast keine Seitenw

ande, sondern ist im
wesentlichen ein sehr acher Zylinder mit wenigen 100 nm H

ohe. Diese Geo-
metrie bietet einer angesaugten Zellmembran nur eine

auerst geringe Anla-
gerungs

ache. F

ur die Ausbildung eines elektrisch sehr dichten Abschlusses
zwischen Zellmembran und Probe ist aber gerade diese Anlagerungs

ache
von herausragender Bedeutung. Versuche, mit auf den Aperturen positio-
nierten Zellen einen Seal zu erreichen, sind mit den Si-Proben durchweg
gescheitert. Es wurde lediglich eine geringe Widerstanderh

ohung bei der
Strommessung

uber den Si-Chip von etwa 0.1-1 M
 ohne Zelle auf etwa
2-10 M
 mit Zelle registriert. Diese Sealwiderst

ande sind um mindestens
einen Faktor 10-50 zu gering, um sinnvolle Messungen zu machen und um
einen Faktor 100-1000 geringer als

ubliche Widerst

ande mit Patch Pipetten.
Neben anderen potentiellen Ursachen f

ur schlechte Sealbildung (z.B. Ober-


achenchemie oder Zellkontaktierungsmethode) ist die ungeeignete Geome-
trie der Siliziumproben mit hoher Wahrscheinlichkeit ein Hauptfaktor f

ur
die unzureichende Zellmembranadh

asion an der Apertur.
Um die dielektrischen Eigenschaften der Patch Clamp Chips zu verbessern,
wurde auf Quarz als Ausgangssubstrat gewechselt. Quarz hat die f

ur diesen
Aspekt idealen Eigenschaften und stellt im Vergleich zum Silizium die ma-
ximal erreichbare Verbesserung dar. Bei der Prozessierung von kristallinem
Quarz stellten sich einige Herausforderungen (siehe Kapitel Pr

aparation),
welche nur durch eine optimierte Prozesskontrolle zu

uberwinden sind. Die
anisotrop ge

atzten L

ocher im kristallinen Quarz konnten schliesslich auch
mit Durchmessern im Sub-Mikrometerbereich hergestellt werden. Sie sind
jedoch aufgrund der Kristallstruktur des Quarzes (z-cut) dreieckig. Diese
Geometrie ist mit hoher Wahrscheinlichkeit nachteilig bei der Sealausbil-
dung, da sich eine Zellmembran nur schlecht in die Ecken der

Onung anla-
gert. Intuitiv ist das verst

andlich: die starke Kr

ummung der Membran, die
notwendig ist, um eine elektrisch dichte Anlagerung in einem spitzen Win-
kel zu erm

oglichen, ist nicht die energetisch g

unstigste. Die Zellmembran
ist durch das Cytoskelett eher rigide und auf einer solch kleinen Skala nur
begrenzt exibel. Es bleiben dementsprechend grosse Leckstr

ome

uber die
Ecken der Apertur, so dass bei Experimenten an Zellen mit den kristallinen
Quarzchips auch nur Sealwiderst

ande von einigen 10 M
 erreicht wurden,
ausgehend von 0.5-3 M
 Widerstand der Apertur ohne Membran.
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Bei Versuchen mit k

unstlichen Lipidmembranen in den dreieckigen L

ochern
kam es in wenigen F

allen zur Ausbildung einer Bilipidschicht. Dies war vor
allem nur bei relativ grossen Aperturen mit Durchmessern von einigen 100
m der Fall. Bei kleineren

Onungen scheint sich die dreieckige Geometrie
nachteilig auf das Ausd

unnen des Lipides auszuwirken. Der Hauptgrund ist
der Lipidtorus um den ausged

unnten Bereich, der mageblich wichtig f

ur
die Stabilit

at der Bilayer ist, und sich besser in eine runde Geometrie als
in eckige f

ugt. Die mechanische Stabilit

at auch der in gr

osseren Aperturen
erzeugten Bilipidschichten ist im Vergleich zu Lipidmembranen in runden

Onungen deutlich verringert.
Um die oensichtlichen Vorteile einer Apertur mit h

oherer Symmetrie zu
erreichen, wurden amorphe Glassubstrate nasschemisch mit Hilfe des Io-
nenspur

atzens strukturiert. Mit diesem Verfahren wurden absolut kreis-
runde L

ocher mit Durchmessern von unter einem Mikrometer hergestellt,
die in vielerlei Hinsicht optimale Eigenschaften f

ur Patch Clamp Messun-
gen haben. Mit diesen Glaschips wurden eine Vielzahl von Experimenten
an Lipidmembranen durchgef

uhrt und unter anderem Strommessungen an
Gramicidin und Alamethicin vorgenommen. Das Ausd

unnen der Lipid-
schicht in den runden Aperturen gelingt recht gut, wobei das Ausd

unnen
bei gr

osseren Durchmessern (gr

osser etwa 50 m) einfacher ist als bei sehr
kleinen

Onungen. Bei Aperturdurchmessern von wenigen Mikrometern ist
der

Ubergang von der aufgebrachten Multilayer zur Lipiddoppelschicht in
der

Onung energetisch nicht so zwingend wie bei gr

osseren Bilayern. In
diesem Fall muss der

Ubergang mechanisch katalysiert werden, also durch
Verstreichen des Lipids das weitere Ausd

unnen favorisiert werden, bzw. auch
durch Anlegen einer Spannung eine Elektrostriktion erzeugt werden, welche
die energetische Situation einer Bilipidschicht weiter verbessert.
Aufgrund der geringen Durchmesser der Aperturen und damit auch der Bili-
pidschichten k

onnen sehr rauscharme Experimente an Bilayern durchgef

uhrt
werden. Entgegen den urspr

unglichen Erwartungen stellte sich jedoch allein
aufgrund der runden

Onungen keine deutliche Verbesserung der Sealei-
genschaften mit Zellen ein. Die verschiedenen Entwicklungsschritte bei der
Optimierung der Patch Clamp Chips f

ur Experimente an Zellen werden im
Abschnitt 4.3 ausf

uhrlich behandelt.
Es wurden wie bereits beschrieben auch Glassubstrate mit der Focused Ion
Beam Technik perforiert, da aber der Zugang zu dieser recht aufwendigen
Technik nur sehr begrenzt war, konnten keine abschlieenden Untersuchun-
gen an Zellen mit diesen Chips durchgef

uhrt werden. Die in dieser Arbeit
erreichten Ergebnisse mit der FIB-Technik deuten jedoch darauf hin, dass
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unter Inkaufnahme des hohen technischen und zeitlichen Aufwandes bei
der Prozessierung auch mit dieser Technik gute Ergebnisse erzielt werden
k

onnen.
4.2 Lipidmembranen in mikrostrukturierten Aper-
turen
Im Vergleich zur klassischen Methode black lipid membranes in perforier-
ten Teonfolien zu erzeugen, k

onnen mit den in dieser Arbeit entwickel-
ten, planaren Chipsonden deutlich kleinere Aperturen deniert werden. Die
dementsprechend geringere Fl

ache der Bilipidschichten f

uhrt zu einer um bis
zu 1000-fach geringeren Kapazit

at der Bilayer, wodurch

auerst rauscharme
Messungen m

oglich werden. Entsprechend klein sind auch die kapazitiven
Artefakte beim Anlegen von Spannungspulsen an die Lipidmembran. Dies
ist zum Beispiel in einem weiterf

uhrenden Experiment zur Untersuchung der
stochastischen Resonanz an Ionenkan

alen von besonderer Bedeutung, bei
dem der Haltespannung an der Bilayer ein sinusf

ormiges Spannungssignal

uberlagert wird. Der Sinus soll von spannungsabh

angigen Kan

alen detek-
tiert werden, wobei das Auslesen lediglich aus der Stromantwort der Kan

ale
in der Membran geschieht. Ist die Kapazit

at der Membran nun recht gro,
so ist der aus der sinusf

ormigen Spannung resultierende kapazitive Strom
nicht vernachl

assigbar und muss bei der Datenanalyse aus dem Stromsi-
gnal entfernt werden. Es ist nat

urlich deutlich g

unstiger mit Membranen so
geringer Kapazit

at zu arbeiten, dass die auftretenden, kapazitiven Str

ome
vernachl

assigbar klein sind. Ein weiterer Vorteil der kleinen Bilipidschichten
ist ihre mechanische Stabilitit

at. Messungen k

onnen

uber Stunden vorge-
nommen werden, auch wenn vergleichsweise hohe Spannungen (200 mV) an
der Membran anliegen. Auch Ersch

utterungen der Probe f

uhren nicht zur
instantanen Zerst

orung der Bilayer, wie es bei gro

achigen BLMs oft der
Fall ist. Allerdings sind die kleinen Membranen akustisch recht sensitiv, ins-
besondere im Frequenzbereich einiger Kilohertz, so dass bei unzureichender
Schallisolierung die menschliche Sprache auerordentlich gut im Stromsignal
der Bilayer repr

asentiert wird (Mikrophonie).
Das Ausd

unnen des Lipids zu einer Bilayer wird mit abnehmendem Durch-
messer der Aperturen im Chip schwieriger. Bei

Onungen von einigen 100
m ndet das Ausd

unnen spontan statt, bei Durchmessern unter 50 m
muss mechanisch durch Ausstreichen nachgeholfen werden. Bei sehr klei-
nen Aperturen ist es oft hilfreich, dem Lipid/Dekan-Gemisch einige Prozent
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Butanol beizumischen, da dies das Ausd

unnen unterst

utzt. Neben der rei-
nen Gr

osse der

Onung ist auch die Dicke der Schicht, in der die Apertur
integriert ist, von Bedeutung. Je d

unner die Dicke dieser Schicht, desto
leichter bildet sich eine Bilipidschicht aus. Gute Erfahrungen wurden mit
Schichtdicken von unter 10 m gemacht, das Ausd

unnen ist dabei reprodu-
zierbar und die mechanische Stabilit

at der Glasschicht ist noch hoch genug,
um einen Reinigungsprozess im Ultraschallbad vorzunehmen.
4.3 Sealausbildung bei Experimenten an Zellen
Eine notwendige Voraussetzung f

ur Patch ClampMessungen an Zellen ist ein
guter Seal, d.h. ein elektrisch und mechanisch dichter Abschluss zwischen
Messsonde und Zellmembran. Mit Pipetten lassen sich je nach Zelltyp mehr
oder weniger reproduzierbar Seals mit Zellen erstellen. Es besteht ein enor-
mer Erfahrungsschatz an Tricks, Knien und Optimierungen f

ur spezische
Anwendungen, der sich in den letzten Jahrzehnten angesammelt hat. Die
allgemeinsten und wichtigsten Regeln sind die folgenden:
 Pipetten werden nur einmal verwendet: benutzte Pipetten sind mit Zell-
material kontaminiert und werden keinen Seal mehr ausbilden.
 Pipetten werden m

oglichst frisch gezogen, d.h. sauber verwendet. Wenn
sie gelagert werden m

ussen (und sei es nur f

ur einige Stunden) so bewahrt
man sie in einer luftdichten Box o.

a. auf, um Kontamination mit Staub und
Partikeln aus der Umgebungsluft zu vermeiden.
 Der

Onungsdurchmesser der Pipetten muss dem Experiment und Zelltyp
angepasst sein: f

ur ein Einzelkanalexperiment an einem sehr kleinen Neu-
ron wird man Pipetten mit Spitzendurchmessern unter einem Mikrometer
benutzen, f

ur Ganzzellableitungen an einer grossen N1E-115 Zelle kann der
Spitzendurchmesser auch bis zu 2 m betragen. Mit Spitzen gr

osser als 2
m lassen sich allerdings nur sehr selten gute Seals erreichen.
 Speziell f

ur Einzelkanalableitungen empehlt es sich, die gezogenen Pi-
pettenspitze zu feuerpolieren, d.h. sie kurzzeitig anzuschmelzen, um erstens
den Spitzendurchmesser zu verringern und zweitens eine sehr glatte Ober-


ache der Spitze zu erhalten.
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 Beim Eintauchen der Pipette in die Badl

osung und w

ahrend der Positionie-
rungsphase der Pipette an der Zelle ist ein

Uberdruck an das Pipetteninnere
anzulegen, um durch die entsprechend aus der Pipettenspitze ausstr

omende
L

osung (die nat

urlich geltert und

auerst sauber ist) eine Kontamination
der Spitze mit Zellmaterial aus der Badl

osung zu vermeiden.
 Die richtige Positionierung der Pipette relativ zur Zelle ist f

ur die Er-
folgschancen der Sealbildung von besonderer Bedeutung. Wird der Abstand
falsch gew

ahlt und etwa zu fr

uh gesaugt, kann die Sealrate gegen Null ge-
hen. Ein guter Abstand l

asst sich nden, indem man die Eindellung der
Zellmembran durch die aus der Pipettenspitze ausstr

omende L

osung beob-
achtet. Wenn durch den L

osungsstrom auf der Membran im Phasenkon-
trastbild eine Art Halbmond erzeugt wird, ist der Abstand geeignet um mit
der Sealbildung zu beginnen.
 Zur Sealbildung wird zun

achst der

Uberdruck von der Pipette genommen,
wodurch sich die eingedellte Membran relaxiert und mit der Pipettenspitze
in Ber

uhrung kommt. Der Widerstand steigt auf einige 100 M
 und durch
Klemmen der Zellmembran auf ein negatives Potential, etwa -70 mV, wird
die Sealbildung unterst

utzt. Nun gibt man dem Seal einige Zeit, um sich
voll auszubilden, was durch Anlegen eines leichten Unterdrucks unterst

utzt
wird. Dadurch k

onnen Sealwiderst

ande auf einige G
 ansteigen.
Nun kann man je nach geplantem Experiment in die verschiedenen Kongu-
rationen der Patch Clamp Technik

ubergehen, also z.B. durch Applizieren
eines kurzen Unterdruckpulses die Zellmembran aufbrechen, um eine Ganz-
zellableitung zu machen oder etwa durch Zur

uckziehen der Pipette einen
Membraneck, also einen Patch, aus der Zelle heraus reien, um ein Ein-
zelkanalexperiment durchzuf

uhren. All die oben genannten Punkte sind f

ur
sich genommen Ausschlu-Kriterien, die also bei Nichtbeachtung die Seal-
wahrscheinlichkeit deutlich herabsetzen.
4.3.1 Zelladh

asion an Festk

orpern oder das Ziel ist der Seal
Eines der Hauptziele dieser Arbeit war es, die Bedingungen zu schaen,
um vergleichbare Sealeigenschaften auch an den mikrostrukturierten Chips
zu erm

oglichen. Eine Vielzahl von Parametern sind allerdings deutlich ge-
gen

uber der Pipette ver

andert. Die Mechanismen der Sealbildung sind al-
lerdings nicht im Detail verstanden [Mil 90, Ruk 91, Sok 91, Ops 94] und
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der Erfolg beim Patchen mit Pipetten beruht weitgehend auf empirischen
Erfahrungswerten. Es mussten demzufolge intensive Untersuchungen und
Versuchsreihen durchgef

uhrt werden, um auch mit Patch Clamp Chips elek-
trophysiologische Messbedingungen zu schaen.
Auch mit den Glaschips wurden, ausgehend von Chipwiderst

anden zwischen
0.5-3 M
, bei Zellkontaktierung lediglich Sealwiderst

ande von 10-50 M
 ge-
messen. In einer Vielzahl von Experimenten mit verschiedenen Chips diesen
Typs und auch verschiedenen Zelltypen wurden keine befriedigenden Seal-
widerst

ande erreicht. Damit wurde deutlich, dass nicht allein die Form der

Onung, sondern die Geometrie der gesamten Perforation f

ur die Sealaus-
bildung relevant ist.
Eine Vermutung war, dass f

ur eine gute Zellkontaktierung eine lokale An-
gris

ache der Messsonde notwendig ist, analog zum Rand der Pipette,
welcher lokal in die Zellmembran eingedr

uckt ist. Daher wurden auf der
Chipober

ache um die Apertur konzentrische Erh

ohungen deniert, die
dem Pipettenrand nachempfunden waren (siehe Abb. 4.1). Diese loka-
len Erh

ohungen um den Rand der Apertur herum wurden mittels Litho-
graphie und Trocken

atzverfahren hergestellt, die H

ohe der Wallstrukturen
relativ zur Chipober

ache betrug zwischen 200 und 1200 nm. Der Erfolg
dieser Ober

achenstrukturierung war jedoch gering, die Zelladh

asion auf
den k

unstlichen Pipettenr

andern war nur minimal, wenn

uberhaupt verbes-
sert im Vergleich zu unstrukturierten, planaren Ober

achen. Die Hydraulik
beim Ansaugen einer Zelle sollte bei den ober

achenstrukturierten Chips
geeigneter sein, die Zelle eng zu kontaktieren, da sich nicht wie beim pla-
naren Chip ein d

unner Fluidlm zwischen Zellmembran und Chipober

ache
ausbilden kann. Um die Frage nach einer Verbesserung der Zelladh

asion
durch Ober

achenstrukturierung abschlieend zu kl

aren, sollten zum einen
h

ohere R

ander mit 2-5 m H

ohe getestet werden. Dies war aufgrund der
Prozessierung, die in dieser Arbeit verwendet wurde, nicht ohne weiteres
m

oglich. Zum anderen bietet die Randstruktur um die Apertur eventuell
dann einen Vorteil, wenn eine Zelle gezielt

uber der Apertur positioniert
werden kann, bevor sie in diese angesaugt wird. In den durchgef

uhrten Ex-
perimenten wurde die Zelle zumeist aus der Suspension direkt angesaugt,
so dass der Sog sowohl zum Positionieren der Zelle als auch zum Einsau-
gen, bzw. Sealen verwendet wurde. Eine Trennung dieser beiden Prozesse
erscheint sinnvoll, um das Unterdruckprotokoll spezisch dem gew

unschten
Ziel (Positionieren, bzw. Einsaugen) anpassen zu k

onnen. In diesem Fall
k

onnte die Ober

achenstrukturierung eine subtile Sealhilfe darstellen, die
beim vergleichweisen groben Einsaugen einer Zelle aus der Suspension nicht
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wirklich zum Tragen kommt.
Ein weiterer Unterschied zu Patch Pipetten, war der

Onungswinkel der
Aperturen. Bei Patch Pipetten liegt der

Onungswinkel zwischen 10-20
Grad, bei den ge

atzten Ionenspuren in Glas bei etwa 70 Grad. Es kann
daher der Zellmembran beim Einsaugen schwer fallen, sich auf einen relativ
stumpfen Winkel zu

onen und eng anzulagern, wohingegen dies bei einem
um 50 Grad steileren Winkel durchaus m

oglich ist. Es wurden daher ver-
schiedene Versuche unternommen, den

Oungswinkel der Aperturen in den
Chips dem der Pipetten anzupassen. Zum einen wurde amorphes Quarz
mittels der Ionenspur

atztechnik strukturiert, was aufgrund der im Vergleich
zu Glas geringeren

Atzrate des Quarzes zu einem spitzeren Winkel von etwa
30 Grad der aufge

atzten Ionenspur f

uhrt. Zum anderen wurden amorphe
Glaschips durch Laserablation perforiert, was ebenfalls den

Onungswinkel
verkleinert, auch wenn dieser nicht ohne weiteres auszumessen ist, da der
Verlauf der Seitenw

ande der Perforation bei dieser Prozesstechnik nicht line-
ar ist. In beiden F

allen wurden bei Experimenten mit Zellen deutlich h

ohere
Sealwiderst

ande erzielt, die bis in den unteren G
-Bereich gingen. Rou-
tinem

assig lassen sich insbesondere mit den laserstrukturierten Glaschips
Sealwiderst

ande von einigen 100 M
 erreichen, womit sich elektrophysio-
logische Messungen gut durchf

uhren liessen. Die Laserperforationen haben
Durchmesser von bis hinab zu 0.5 Mikrometer und die Widerst

ande entspre-
chender Chips in Medium ohne Zellen liegen zwischen 1-8 M
.
4.3.2 Automatisierte Sealbildung
Ein weiterer Aspekt bei der chip-basierten Patch Clamp Technik war die
Automatisierung der Zellpositionierung, der Sealbildung und des Aufbre-
chens der Zellmembran, um in die Whole-Cell-Konguration

uberzugehen.
In ersten Versuchen wurde zun

achst mit Hilfe einer Saugpipette eine Zel-
le aufgenommen und

uber der Apertur im Chip positioniert. Nach der
Positionierung der Zelle wurde der

Uberdruck vom Chip genommen, der
Widerstand

uber den Chip gemessen und gegebenenfalls die Zelle weiter
angen

ahert, um dann durch Anlegen von Unterdruck am Chip die Sealbil-
dung zu unterst

utzen. Mit dieser Methode wurden keine besonders guten
Ergebnisse erzielt. Die Ursachen daf

ur liegen vermutlich in der durch die
Saugpipette an der Zelle verursachten St

orungen, welche die Zelle bereits vor
dem Sealen beanspruchen oder sch

adigen k

onnen. Weiterhin st

ort die Pi-
pette falls die Zelle erfolgreich am Chip eingsaugt wurde. Wird sie danach
entfernt, kann auch das zu ungew

unschten Irritationen der Zellmembran
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f
uhren. Ein weiterer, sehr entscheidender Nachteil dieser Methode ist der
hohe technische Aufwand der Zellmanipulation, es wird wie bei der klassi-
schen Patch Clamp Technik ein Mikroskop und Mikromanipulator, sowie ein
ge

ubter Operator ben

otigt. Dies kann zwar im Falle einer einzelnen Aper-
tur geleistet werden, ist aber nicht skalierbar. Damit ist das Verfahren beim
Arbeiten mit Aperturarrays nicht anwendbar.
In weiteren Versuchen wurde eine wesentlich einfachere und elegantere Me-
thode entwickelt, die Zellen zur Apertur zu bringen und einen Seal aus-
zubilden. Durch ein entsprechend angelegtes Druckprotokoll k

onnen diese
Aufgaben erf

ullt, sowie auch die Whole-Cell-Konguration erreicht werden.
Um eine Zelle aus der Suspension auf dem Chip auf die Apertur eines Chips
zu bringen, wird ein Unterdruck von einigen hundert Millibar angelegt. Ist
eine Zelle angesaugt, wird zun

achst der Unterdruck vollst

andig vom Chip
genommen, d.h. auf atmosph

arischen Druck relaxiert. Die Zelle wird nun
auf -70 mV geklemmt, was die Sealbildung unterst

utzt, und es wird dann
ein leichter Unterdruck appliziert. Nach Ausbildung des Seals kann die Zell-
membran durch einen Unterdruckpuls aufgebrochen werden, so dass nun
Ganzzellableitungen durchgef

uhrt werden k

onnen. Diese Methode verein-
facht das Prozedere ungemein, es wird kein Mikroskop und Mikromanipula-
tor ben

otigt, die Handhabung ist denkbar einfach, und die st

orende Saug-
pipette entf

allt.
Um die Erfolgsrate dieses Vorgehens zu optimieren, ist ein gut abgestimm-
tes Druckprotokoll von hoher Bedeutung. Um durch den Unterdruck

uber
die Apertur ein ausreichende Kraft zum Ansaugen einer Zelle zu erreichen,
ist ein recht starker Unterdruck notwendig. Das ist insbesondere bei groen
Zellen wie zum Beispiel den N1E-115 Zellen der Fall. Wird die Zelle nun auf
den Chip gesaugt, muss sehr schnell der Unterdruck auf atmosph

arischen
Druck relaxiert werden, da sonst der starke Unterdruck die Zellmembran
instantan aufbricht, und sich kein guter Seal entwickeln kann. Desweiteren
muss die Zeitspanne zwischen Anlegen des Unterdrucks und dem Auftreen
der Zelle auf der Apertur m

oglichst kurz gehalten werden, da in dieser Zeit
nat

urlich auch Verunreinigungen aus der L

osung, z.B. Membranreste, an-
gesaugt werden k

onnen, welche die Apertur kontaminieren und einen Seal
damit unm

oglich machen. Es muss daher eine sehr saubere, mehrfach zen-
trifugierte und resuspendierte Zellsuspension verwendet werden, um Konta-
mination zu vermeiden. Die Anzahl der Zellen in der Suspension, bzw. die
Zelldichte ist ebenfalls wichtig, da bei zu geringer Zelldichte die Wahrschein-
lichkeit, das eine Zelle in die N

ahe der Apertur und damit in die Reichweite
der Saugkraft kommt, gering ist, wodurch sich die Zeitspanne des Ansau-
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gens deutlich verl

angert. Zu viele Zellen k

onnen allerdings auch unerw

unscht
sein, zumindest wenn sich mehrere Lagen von Zellen auf der Chipober

ache
absetzen.
Das Anlegen des Unterdrucks zur Sealunterst

utzung ist ebenfalls an den
jeweiligen Zelltyp und die Gr

osse der Apertur anzupassen, um optimale Er-
gebnisse zu erzielen. Mit der entsprechenden Erfahrung lassen sich diese
Parameter jedoch so w

ahlen, dass das Verfahren zu reproduzierbaren Er-
gebnissen f

uhrt. Eine Verbesserung der Sealergebnisse l

asst sich eventuell
auch durch konsequente Trennung der Zellpositionierung und der Sealausbil-
dung erreichen. In den vorgestellten Verfahren wurde zum Positionieren der
Zelle auf der Apertur, sowie zur Sealausbildung Unterdruck eingesetzt. F

ur
die beiden Prozesse sind aber sehr unterschiedliche Druckniveaus notwen-
dig und eine klare Trennung der Prozesse ist im bisherigen Verfahren nicht
einfach. W

unschenswert w

are es, eine Zelle durch einen ersten, vom Un-
terdruck unabh

angigen Prozess zu positionieren und erst im zweiten Schritt
Unterdruck zur Unterst

utzung der Sealbildung anzuwenden. Zellen lassen
sich durch verschiedene Verfahren manipulieren, z.B. durch Laserverfahren
[Guc 01] oder elektrische Felder [M

ul 99], wodurch ein Trennung in zwei
Prozesse m

oglich w

are. Ein Ansaugverfahren w

are ebenfalls m

oglich, wenn
das Ansaugen f

ur die Zellpositionierung vom Ansaugen zur Sealausbildung
vollst

andig entkoppelt ist, also z.B. durch Verwendung von seperaten An-
saugkan

alen.
4.4 Optimierte Messbedingungen beim Patch
Clamp Chip
Die in dieser Arbeit entwickelten Patch Clamp Chips haben gegen

uber den
konventionellen Patch Pipetten messtechnische, sowie grunds

atzliche Vor-
teile. Um rauscharme Messungen zu erm

oglichen, ist die Minimierung der
Streukapazit

at der Messsonde von grosser Bedeutung. Aufgrund seiner Geo-
metrie weist der Patch Clamp Chip eine gegen

uber der Pipette um den Fak-
tor 3-5 verringerte Kapazit

at auf. Weiterhin ist der Serienwiderstand des
Chips kleiner als der einer Pipette gleichen

Onungsdurchmessers, da der
lange, spitz zu laufende Schaft der Pipette entf

allt. Auch der Zugangswider-
stand [Arm 92] ist beim Chip verh

altnism

assig gering, so dass eine nahezu
unverf

alschte Spannungsklemme m

oglich ist.
Durch die partielle Automatisierung des Patch Clamp Experimentes mit
dem Chip, ist der notwendige, technische Aufwand gegen

uber der klassi-
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schen Methode deutlich reduziert. Da die Zellen durch Ansaugverfahren auf
der Apertur positioniert werden, wird kein Mikromanipulator und Mikro-
skop ben

otigt. Der technisch aufwendige und handwerklich anspruchsvolle
Prozess der Pipettenmanipulation entf

allt vollst

andig.
Um Relativbewegungen zwischen Pipette und Zelle zu vermeiden, da diese
den fragilen Seal beeintr

achtigen, wird das klassische Patch Clamp Setup
auf einem schwingungsisolierenden Tisch gelagert. Da beim chip-basierten
Patch Clamp Verfahren Zelle und Chip eine Einheit bilden, entfallen Relativ-
bewegungen und eine aufwendige Schwingungsd

ampfung wird

uber

ussig.
Neben diesen f

ur die Metechnik relevanten Verbesserungen ist die plana-
re Geometrie und planare Prozessierung eine der Hauptst

arken des Patch
Clamp Chips. Durch den Einsatz von planaren Prozessierungstechniken ist
das Herstellungsverfahren der Chips parallelisierbar, so dass mehrere Patch
Clamp Aperturen z.B. in einer Matrixanordnung auf einem einzelnen Chip
integriert werden k

onnen. Daraus ergeben sich vor allem anwendungsori-
entierte Vorteile. Die planare Geometrie des Chips selber vereinfacht die
Anwendung von Rastersondenverfahren wie AFM oder SNOM in Kombina-
tion mit der Patch Clamp Messung. Entsprechende Experimente wurden
bisher an invertierten Pipetten durchgef

uhrt, was einen hohen technischen
Aufwand darstellt.
Das Arbeiten mit mikrostrukurierten Patch Clamp Chips bietet ebenfalls
den Vorteil, dass weitere Komponenten auf dem Chip integriert werden
k

onnen. Unter anderem ist eine schnelle Perfusion an den untersuchten
Zellen von Interesse [Her 87], um Substanzen auf die Zelle applizieren und
wieder auswaschen zu k

onnen. In den in dieser Arbeit durchgef

uhrten Ex-
perimenten wurde das jeweils durch Anwendung von Mikropipetten auf der
Oberseite des Chips ausgef

uhrt. In Weiterentwicklungen ist jedoch on-
chip, bzw. im Chip integrierte Mikrouidik z.B. mittels Soft Lithography
[Xia 98, Ung 00] m

oglich, wodurch eine ausserordentlich schnelle Perfusion
mit minimalem Substanzverbrauch realisiert werden kann.
Interessant ist auch die Integration von aktiven Elementen mit dem
Chip, z.B. ein in Hybridtechnik gefertigter Strom/Spannungswandler und
Verst

arker zur Vorverst

arkung des Messsignals direkt am Ort der Mes-
sung. In Erweiterungen des hier vorgestellten Chip-Konzeptes bietet
die Integration von planaren Elektroden auf dem Chip vielversprechen-
de M

oglichkeiten zur Mikrowellenspektroskopie [Gre 98, Mao 98, Hef 99].
Diese Messtechnik ist insbesondere f

ur festk

orperunterst

utzte (supported)
Lipidmembranen geeignet, die z.B. durch Vesikelfusion hergestellt werden
k

onnen [Kel 00]. In die Lipidmembranen k

onnen Membranproteine einge-
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bracht werden [Nau 95, Puu 95, Ott 97, Kah 01, Wag 00], welche durch die
Mikrowellen spektroskopiert oder auch manipuliert werden. Die Kombi-
nation eines solchen Ansatzes mit der chip-basierten Patch Clamp Tech-
nik erm

oglicht einen neuen, experimentellen Zugang zur Untersuchung der
Struktur-Funktionsbeziehungen von Ionenkanalproteinen.
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Kapitel 5
Zusammenfassung und
Ausblick
5.1 Zusammenfassung
Ziel dieser Arbeit war die Entwicklung eines Patch Clamp Verfahrens ba-
sierend auf planarer Chiptechnologie. Zu diesem Zweck mussten feine

Onungen mit Durchmessern bis in den Submikrometerbereich in planare
Substrate eingebracht werden. Es wurden Patch Clamp Chips aus verschie-
denen Substraten und mit verschiedenen Strukturierungsverfahren herge-
stellt. Die Eignung der unterschiedlichen Ausgangsmaterialien wurde evalu-
iert sowie die Prozessierung optimiert. Als Ausgangssubstrat der Wahl hat
sich Borosilikatglas, bzw. amorphes Quarz erwiesen. Eine Kombination aus
nasschemischer Vorstrukturierung und Laserablation, bzw. Strukturierung
mit aufge

atzten Ionenspuren hat die besten Ergebnisse geliefert.
Mit den Patch Clamp Chips wurden zun

achst Experimente an k

unstlichen
Lipidmembranen durchgef

uhrt. In Einzelkanaluntersuchungen an Gramici-
din und Alamethicin wurde die gute Eignung der Patch Clamp Chips f

ur
BLM-Experimente deutlich. Die in der Apertur der mikrostrukturierten
Chips erzeugten Lipidmembranen sind sehr stabil und die Messungen zeich-
nen sich durch ein im Vergleich zu Standard-Bilayerexperimenten aueror-
dentlich geringes Hintergrundrauschen aus. Im Vergleich zu Messungen an
Bilayers in herk

ommlichen Teonfolien konnte der Rauschlevel deutlich re-
duziert werden, was mageblich an der geringen Gr

osse der Bilayer in der
mikrostrukturierten Apertur sowie an der Geometrie des Patch Clamp Chips
allgemein liegt.
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In weiteren Experimenten wurden kombinierte Messungen elektrischer und
optischer Aktivit

at uoreszenzmarkierter Ionenkan

ale in k

unstlichen Lipid-
membranen durchgef

uhrt. Dabei wurden zwei Gramicidinderivate verwen-
det, die mit jeweils einem Fluoreszenzfarbsto (Cy3 und Cy5) markiert wa-
ren, wobei die beiden Fluorophore ein FRET-Paar bilden. Gegenstand der
Untersuchung war der simultane Nachweis des Ionenkanalschaltens mit elek-
trischer Methode (ionischer Stromuss durch den ge

oneten Kanal) und op-
tischer Methode (Anstieg der FRET-EÆzienz durch Dimerisierung). Die
Arbeit wurde in Kooperation mit Prof. Woolley, Universit

at Toronto, und
Dr. Sch

utz, Universit

at Linz, durchgef

uhrt. Eine Korrelation der optischen
und elektrischen Messung konnte nachgewiesen werden.
Der Schwerpunkt der Arbeit waren elektrophysiologische Untersuchungen
an biologischen Zellen mittels der Patch Clamp Chips. Es mussten zun

achst
die Sealeigenschaften von Zellen auf den planaren Chips optimiert werden.
Von herausragender Bedeutung ist dabei die Gr

osse und Geometrie der
Apertur in den Chips. Die besten Ergebnisse wurden mit Glaschips er-
zielt, dabei konnten routinem

assig Sealwiderst

ande von einigen hundert M

und in einzelnen F

allen wenige G
 erreicht werden. Das lokale Aufbrechen
der Zellmembran zur Erstellung der Whole-Cell-Konguration war sehr re-
produzierbar durch Applikation eines Unterdruckpulses m

oglich. F

ur die
Patch Clamp Chips wurde eine miniaturisierte Halterung aus Polycarbonat
entwickelt, welche die M

oglichkeit der

Uber-/Unterdruckapplikation enth

alt.
Es wurden Ganzzellableitungen an verschiedenen Zelltypen (N1E-115, CHO,
C6) und mit unterschiedlichen Umgebungsbedingungen (verschiedene Elek-
trolyte, Applikation von Pharmaka) durchgef

uhrt. Die Erfolgsrate bei der
Ausbildung des Seals lag je nach Zelltyp zwischen 10-50%. Das Positio-
nieren und Erstellen des Seals, bzw. der Whole-Cell-Konguration wurde
weitgehend automatisiert, so dass im Versuchsaufbau auf Mikroskop, Mikro-
manipulator und aufwendige Schwingungsisolation verzichtet werden kann.
5.2 Ausblick
In der Post-Genom

Ara gewinnt die Proteomik zunehmend an Bedeutung.
Um der Proteomik zum Erfolg zu verhelfen, werden

ahnlich wie bei der
Genomik automatisierte, hochdurchsatzkompatible Schl

usseltechnologien
ben

otigt. Die in dieser Arbeit entwickelten Patch Clamp Chips stellen
einen wichtigen ersten Schritt bei der Entwicklung einer Proteinanalyse-
werkbank dar. Die Untersuchung von Ionenkanalproteinfunktionen in ihrer
120
nativen Umgebung ist eine wissenschaftliche wie wirtschaftliche Herausfor-
derung. Die Kombination von (uoreszenz)-optischen Methoden mit der
Patch Clamp Technik bietet ein hohes Potential f

ur detaillierte Struktur-
Funktionsanalysen an Ionenkan

alen. Entsprechende Experimente lassen sich
an einzelnen Molek

ulen durchf

uhren, da beide Techniken simultan eine hoch-
aufgel

oste Detektion erlauben, wie in den Experimenten an uoreszenzmar-
kierten Gramicidinen gezeigt wurde.
In weiterf

uhrenen Arbeiten wird die chip-basierte Patch Clamp Technologie
nun vollst

andig automatisiert, weiter optimiert und vor allem parallelisiert.
Es werden mehrere Aperturen in den Chip eingebracht, z.B. in Form eines
regelm

assigen Arrays, an denen bei entsprechender elektronischer Kontak-
tierung simultan Patch Clamp Messungen durchgef

uhrt werden k

onnen. Mit
einem solchen mikrostrukturierten Patch Clamp Array kann die Anzahl der
m

oglichen Experimente pro Tag drastisch erh

oht werden. Dies ist insbe-
sondere in der Pharmakaentwicklung, im sogenannten Drug Screening von
Bedeutung. Hier wird die Patch Clamp Technik, der Goldstandard in der
Validierung ionenkanalaktiver Substanzen, routinem

assig eingesetzt. Aller-
dings geschieht dies erst sp

at im Sekund

ar oder Terti

ar Screening, wenn die
Anzahl der zu testenden Substanzen bereits von einigen 10-100.000 durch
Hochdurchsatz-Screeningverfahren auf etwa 20-100 reduziert wurde. Unter-
suchungen mit der klassischen Patch Clamp Technik sind zu zeitaufwendig
und teuer, um eine h

ohere Anzahl von Substanzen zu testen. Die meist
uoreszenz-basierten Hochdurchsatz-Prim

ar-Screeningverfahren liefern al-
lerdings nur indirekte, oft wenig informative Ergebnisse und sind zudem
relativ fehleranf

allig, speziell bei der falsch-negativ Diagnose. Das Interesse
der Pharmaindustrie an einer automatisierten, hochdurchsatzf

ahigen Patch
Clamp Technologie ist dementsprechend intensiv.
Die vorgestellte chip-basierte Technologie ist nicht auf Ionenkanalproteine
beschr

ankt, sondern kann auch in der Untersuchung von G-Protein gekop-
pelten Rezeptoren (GPCR) oder anderen Mechanismen der Elektrophysio-
logie der Zelle eingesetzt werden. Insbesondere l

asst die planare Geometrie
des Chips die Anwendung von Rastersondenverfahren und anderen ober-


achenorientierten Methoden zu. Dadurch werden verschiedene, interessan-
te Experimente m

oglich, die Patch Clamp Messungen mit anderen physika-
lischen Methoden kombinieren.
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